Biologie structurale de c-Myc et Max : évidences pour un nouveau mécanisme de transrépression par Myc by Beaulieu, Marie-Ève
Université de Sherbrooke 
Biologie structurale de c-Myc et Max : 
Évidences pour un nouveau mécanisme de transrépression par Myc 
Par 
Marie-Eve Beaulieu 
Département de Pharmacologie 
Thèse présentée à la Faculté de médecine et des sciences de la santé 
en vue de l'obtention du grade de philosophiae doctor (Ph.D.) 
en Pharmacologie 
Sherbrooke, Québec, Canada 
Juillet 2011 
Membres du jury d'évaluation 
Pierre Lavigne, département de Pharmacologie 
Jean-Bernard Denault, département de Pharmacologie 
Martin Bisaillon, département de Biochimie 
Michel Vincent, département de biologie moléculaire, biochimie médicale et 
pathologie, Université Laval 
© Marie-Eve Beaulieu, 2011 
Library and Archives 
Canada 
Published Héritage 
Branch 
Bibliothèque et 
Archives Canada 
Direction du 
Patrimoine de l'édition 
395 Wellington Street 
Ottawa ON K1A0N4 
Canada 
395, rue Wellington 
Ottawa ON K1A 0N4 
Canada 
Your file Votre référence 
ISBN: 978-0-494-89656-3 
Our file Notre référence 
ISBN: 978-0-494-89656-3 
NOTICE: 
The author has granted a non-
exclusive license allowing Library and 
Archives Canada to reproduce, 
publish, archive, preserve, conserve, 
communicate to the public by 
télécommunication or on the Internet, 
loan, distrbute and sell theses 
worldwide, for commercial or non-
commercial purposes, in microform, 
paper, electronic and/or any other 
formats. 
AVIS: 
L'auteur a accordé une licence non exclusive 
permettant à la Bibliothèque et Archives 
Canada de reproduire, publier, archiver, 
sauvegarder, conserver, transmettre au public 
par télécommunication ou par l'Internet, prêter, 
distribuer et vendre des thèses partout dans le 
monde, à des fins commerciales ou autres, sur 
support microforme, papier, électronique et/ou 
autres formats. 
The author retains copyright 
ownership and moral rights in this 
thesis. Neither the thesis nor 
substantial extracts from it may be 
printed or otherwise reproduced 
without the author's permission. 
L'auteur conserve la propriété du droit d'auteur 
et des droits moraux qui protégé cette thèse. Ni 
la thèse ni des extraits substantiels de celle-ci 
ne doivent être imprimés ou autrement 
reproduits sans son autorisation. 
In compliance with the Canadian 
Privacy Act some supporting forms 
may have been removed from this 
thesis. 
While these forms may be included 
in the document page count, their 
removal does not represent any loss 
of content from the thesis. 
Conformément à la loi canadienne sur la 
protection de la vie privée, quelques 
formulaires secondaires ont été enlevés de 
cette thèse. 
Bien que ces formulaires aient inclus dans 
la pagination, il n'y aura aucun contenu 
manquant. 
Canada 
Résumé 
Répression transcriptionelle par c-Myc : évidences pour un nouveau 
mécanisme moléculaire 
Par 
Marie-Eve Beaulieu 
Département de Pharmacologie 
Thèse présentée à la Faculté de médecine et des sciences de la santé en vue de 
l'obtention du diplôme de philosophiae doctor (Ph.D.) en Pharmacologie, Faculté de 
médecine et des sciences de la santé, Université de Sherbrooke, Sherbrooke, Québec, 
Canada, J1H 5 N4 
Le facteur de transcription c-Myc joue un rôle central dans la croissance et la 
prolifération cellulaire en activant et réprimant un grand nombre de gènes 
directement impliqués dans ces processus cellulaires. De plus, la dérégulation et/ou 
la surexpression de c-Myc contribue à la plupart des aspects de la biologie cellulaire 
tumorale. En hétérodimère avec Max, c-Myc active la transcription de gènes 
entraînant la prolifération cellulaire et réprime la transcription des gènes 
cytostatiques tels pl5ink4b et pZIC'P1. Contrairement au mécanisme de transactivation, 
notre compréhension de la transrépression par c-Myc reste fragmentaire, si ce n'est 
qu'une interaction avec Miz-1 est essentielle. 
En jumelant des résultats préliminaires obtenus dans le cadre d'une 
collaboration avec le groupe de Martin Eilers (Wurzburg University) à des données 
obtenues d'une approche bioinformatique permettant de prédire la liaison de Miz-1 à 
l'ADN, nous avons pu élaborer un nouveau mécanisme moléculaire de répression de 
la transcription par c-Myc/Miz-1. Dans ce mécanisme, l'hétérodimère c-Myc/Max lie 
directement des séquences E-box non conventionnelles dans les promoteurs et 
provoque l'enroulement de l'ADN assisté par l'interaction entre c-Myc et Miz-1. Cet 
enroulement rend inaccessible le site d'initiation de la transcription. 
Cette thèse vise l'étude d'un point de vue structural et biophysique des 
déterminants de l'hétérodimérisation et de la liaison aux séquences E-box par c-Myc 
et Max et de l'interaction entre c-Myc et Miz-1 dans le but de valider notre modèle 
mécanistique de répression par c-Myc. Dans le chapitre 1, nous présentons un survol 
des connaissances actuelles sur Myc puis le modèle de répression que nous 
proposons et certains des résultats qui ont mené à son élaboration. Les chapitres 2 et 
3 relatent l'étude des déterminants structuraux de l'hétérodimérisation entre les 
domaines b-HLH-LZ de c-Myc et Max et leur liaison à différents sites E-box. Les 
résultats présentés dans cette thèse trouvent leur application dans le développement 
d'inhibiteurs de c-Myc pouvant mener à de nouvelles thérapies pour vaincre le 
cancer. 
Mots clés : c-Myc, transrépression, hétérodimérisation, liaison à l'ADN, cancer. 
Résumé (en anglais) 
Transcriptional repression by c-Myc : evidences toward a novel molecular 
mechanism 
By 
Marie-Eve Beaulieu 
Département de Pharmacologie 
Thesis presented to the Faculté de médecine et des sciences de la santé for the 
diploma of philosophiae doctor (Ph.D.) in Pharmacology, Faculté de médecine et des 
sciences de la santé, Université de Sherbrooke, Sherbrooke, Québec, Canada, J1H 5N4 
The transcription factor c-Myc plays a central rôle in cell growth and 
prolifération owing to the large number of genes it transactivates or transrepresses 
and to the fact that these genes are in turn implicated in these cellular processes, Also, 
c-Myc's deregulation and/or overexpression contribute to most aspects of tumoral 
cellular biology. As a heterodimer with Max, c-Myc activâtes the transcription of 
genes leading to cell prolifération and represses the transcription of cytostatic genes 
such as pl5ink4b and pZl0^1. In contrast to the transactivation mechanism, our current 
understanding of the transrépression by c-Myc is still incomplète, aside from the fact 
that an interaction with Miz-1 is essential. 
Coupling preliminary results from a collaboration with Martin Eilers' group to 
data obtained following a bioinformatics' approach to predict Miz-1 DNA binding, we 
were able to elaborate a now transrepression mechanism for c-Myc/Miz-1. In this 
mechanism, the c-Myc/Max heterodimer directly binds the noncanonical E-box 
sequences present in the promoters and provoke the supercoiling of DNA assisted by 
the interaction between c-Myc and Miz-1. This supercoiling impairs accessibility to 
the initiation site to the transcriptional machinery. 
This thesis aims at the study on a structural and biophysics viewpoint of the 
déterminants for the specific heterodimerization and DNA binding by c-Myc and Max 
and the interaction between c-Myc and Miz-1 in order to validate our mechanistic 
model for the transrépression by c-Myc. In chapter 1, we present an overview of the 
actual knowledge on Myc and the repression model along with some of the results 
that led to its élaboration. Chapters 2 and 3 report the study of the structural 
déterminants for the heterodimerization and E-box binding by the b-HLH-LZ domains 
of c-Myc and Max. Our model allows to predict that b-HLH-LZ peptides able to bind 
the E-box present in the repressed promoters without interaction with Miz-1 could 
reverse the inaccessibility and reactivate pl5ink4b and p21C'P1 expression in cancer 
cells where c-Myc is overexpressed. The results presented in this thesis will find 
application in the development of new inhibitors of c-Myc eventually leading to novel 
therapies to fight cancer. 
Keywords : c-Myc, transrepression, heterodimerization, DNA binding, cancer. 
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1 Introduction 
1.1 Préambule 
Cancer : définitions et prévalence 
Selon le National Cancer Institute (NCI), cancer est un terme employé pour 
décrire les maladies dans lesquelles des cellules anormales se divisent de manière 
incontrôlée et peuvent envahir des tissus environnants (www.cancer.gov). Les 
cellules cancéreuses peuvent également se répandre via le sang et le système 
lymphatique à d'autres endroits du corps et former des métastases. 
Il existe une centaine de types de cancer pouvant être classés en cinq 
catégories. Le carcinome est un cancer qui débute dans la peau ou autre tissu 
épithélial couvrant les organes internes. Le sarcome, quant à lui, débute dans les os, le 
cartilage, le gras, les muscles, les vaisseaux sanguins ou autre tissus conjonctif. La 
leucémie débute dans les tissus permettant la formation du sang telle la moelle 
osseuse. Le lymphome et les myélomes débutent par les cellules du système 
immunitaire. Enfin, les cancers du système nerveux central débutent dans les tissus 
du cerveau et de la moelle épinière. 
Selon une étude du Centre international de recherche sur le cancer (CIRC, 
émanation de l'Organisation mondiale de la santé), en 2008 ce sont 7,6 millions de 
personnes qui sont décédées du cancer dans le monde (globocan.iarc.fr). Au Canada, 
ce chiffre s'élève à 72 493 personnes. Cette même année, 166 000 cas de cancer ont 
été diagnostiqués dont les plus fréquents : cancer de la prostate (16.4%), cancer 
colorectal (14.0%), cancer du sein (13.8%) et cancer du poumon (13.0%). On estime 
actuellement que 30% de la population développera un cancer avant l'âge de 75 ans 
et qu'une personne sur dix décédera des suites de cette maladie avant cet âge. 
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1.1.1 Tumorigénèse, oncogènes et suppresseurs de tumeur 
Les cancers se développent suite à un ensemble complexe de changements 
moléculaires aux niveaux génétique et épigénétique. Généralement (à l'exception des 
leucémies), il y a d'abord formation d'une ou de plusieurs tumeurs, soit une masse de 
tissu résultant d'une division des cellules plus importante qu'elle ne devrait ou 
lorsque les cellules ne meurent pas alors qu'elles le devraient. Ce processus est initié 
par l'accumulation d'anomalies génétiques suite à l'action de substances dites 
carcinogènes ou d'erreurs aléatoires lors de la réplication de l'ADN. Ces anomalies 
affectent typiquement deux classes de gènes : les oncogènes et les gènes suppresseurs 
de tumeurs (Hanahan et Weinberg, 2000). 
Les oncogènes, régulièrement activés dans les cellules cancéreuses, procurent 
à celles-ci de nouvelles propriétés telles une croissance et une division cellulaire 
hyperactives, une protection contre la mort cellulaire programmée (apoptose), une 
perte de respect pour les frontières normales du tissu et l'habileté de migrer et de 
s'établir dans divers environnements. Au contraire, les gènes suppresseurs de tumeur 
sont souvent inactivés dans les cellules cancéreuses, ce qui résulte en la perte de 
fonctions normales, par exemple une réplication d'acide désoxyribonucléique (ADN) 
adéquate, un contrôle sur le cycle cellulaire, l'orientation et l'adhésion cellulaire et 
l'interaction avec des tissus protecteurs comme les cellules du système immunitaire. 
La réception de facteurs de prolifération par la cellule ayant accumulé des 
anomalies génétiques entraine sa division et assure sa descendance. Cette phase de 
prolifération cellulaire initiale est caractérisée par une instabilité génomique associée 
à la perte des points de contrôle du cycle cellulaire et des mécanismes de réparation 
de l'ADN. De plus, la cellule perd la capacité de reconnaître sa propre vieillesse et 
d'initier sa mort par apoptose ou de réparer les dommages à son ADN. La réponse aux 
signaux de croissance devient disproportionnée, et la cellule commence à produire 
ses propres signaux de prolifération : la croissance incontrôlée n'a alors plus de 
limites. De fait, pour les cellules humaines normales, le nombre de divisions 
cellulaires maximal est d'environ 52 (limite de Hayflick), dû au raccourcissement des 
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télomères. Au contraire, les cellules tumorales continuent de se diviser sans limite 
grâce à l'activité de la télomérase, qui répare les télomères. 
La tumeur peut être bénigne (non cancéreuse) ou maligne (cancéreuse), 
auquel cas elle peut attaquer les tissus environnants et produire des tumeurs filles, 
les métastases. L'environnement des cellules cancéreuses, appelé stroma, est dit non 
coopératif, c'est-à-dire qu'il ne leur fournit pas les nutriments et le soutien que leur 
développement nécessite. Par contre, la tumeur peut envoyer des signaux permissifs 
au stroma, par exemple des facteurs angiogéniques, et celui-ci qui peut alors évoluer 
pour lui apporter les éléments et le soutien qu'il réclame. La néoangiogénèse et la 
mise en place d'une circulation sanguine stable assurent ainsi un apport accru de 
nutriments et la tumeur grossit jusqu'à atteindre la lame basale. Si la croissance 
tumorale continue et que la membrane basale se rompt, le cancer devient invasif : les 
cellules cancéreuses peuvent alors atteindre la circulation veineuse ou lymphatique, 
et la dissémination dans le corps débute. 
En somme, le processus de transformation cellulaire peut être résumé par 
l'acquisition d'un ensemble de propriétés caractéristiques présentées à la Figure 1 
(Hanahan et Weinberg, 2000; Luo et ai, 2009). Les cellules cancéreuses développent 
ces phénotypes en grande partie en réactivant et en modifiant des programmes 
cellulaires existants normalement utilisés au cours du développement. Ces 
programmes coordonnent des processus tels la prolifération, la migration, l'apoptose, 
la polarité et la différenciation, tous essentiels à l'embryogénèse et à l'homéostasie 
des tissus. 
1.1.2 Recherche de traitements contre le cancer 
Les études récentes de séquençage à grande échelle de plusieurs cancers 
montrent que chaque tumeur possède une combinaison complexe et souvent unique 
de mutations (Wong et ai, 2011). Cette complexité des altérations génétiques dans les 
cancers présente un problème colossal en regard du traitement à utiliser : comment 
traiter efficacement des cancers provenant d'aussi diverses perturbations? 
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Figure 1. Les attributs du cancer. 
En plus des six caractéristiques proposées par Hanahan et Weinberg en 2000 (moitié 
supérieure du cycle : potentiel réplicatif illimité, insensibilité aux signaux d'arrêt de 
croissance, autosuffisance en signaux de croissance, évasion de l'apoptose, invasion 
des tissus et métastase et angiogénèse) et de l'évasion de la surveillance immune 
proposée par Kroemer et Pouyssegur, Luo et al, proposent l'ajout de phénotypes de 
stress aux attributs du cancer (stress métabolique, protéotoxïque, mitotique, oxydatif 
et dommages à l'ADN). Adapté de Luo et ai, 2009. 
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L'identification de nœuds critiques dans le réseau oncogénique, dont l'inhibition 
résulterait en un échec du système cancéreux semble être la clé. Évidemment, les 
agents thérapeutiques attaquant ces nœuds doivent posséder une fenêtre 
thérapeutique permettant l'élimination des cellules cancéreuses en épargnant les 
cellules normales. 
Actuellement, les deux options de traitement principalement utilisées, la 
chimiothérapie et la radiation, exploitent la sensibilité des cellules cancéreuses aux 
dommages à l'ADN. Malgré notre connaissance actuelle, nous ignorons toujours 
pourquoi ces agents fonctionnent pour tuer sélectivement les cellules cancéreuses et, 
à l'inverse pourquoi ils échouent éventuellement. La venue de thérapies plus ciblées, 
attaquant directement le contexte oncogénique des tumeurs laisse entrevoir une 
meilleure efficacité de traitement comparativement à la chimiothérapie et aux 
radiations. Ainsi, malgré la multitude d'altérations présentes dans les cancers, 
seulement une poignée de ces changements commandent une tumeur donnée, 
nommément le gain d'un oncogène ou la perte d'un suppresseur de tumeur. 
1.1.3 Dépendance à l'oncogène et thérapies ciblées 
Le concept de « dépendance à l'oncogène » a été proposé récemment pour 
décrire l'observation que la maintenance d'une tumeur nécessite souvent l'activité 
continue de certains oncogènes (Evan, 2006; Weinstein et Joe, 2008). Ce phénomène 
a été démontré in vivo pour plusieurs oncogènes. À titre d'exemple, des modèles de 
souris permettant l'induction contrôlée de l'oncogène c-Myc ont permis de montrer 
que les papillomes, les lymphomes et les ostéosarcomes induits par c-Myc pouvaient 
tous retrouver un phénotype normal si on arrêtait l'expression de c-Myc (Felsher et 
Bishop, 1999; Pelengaris et al., 1999; ]ain et al, 2002). Des dépendances similaires 
ont été montrées pour les oncogènes KRAS [Kirsten RAt Sarcoma viral oncogene 
homolog) (Shirasawa et al, 1993), HRAS [Harvey RAt Sarcoma viral oncogene 
homolog) et BCR-ABL (protéine de fusion breakpoint cluster région-Abelson murine 
leukemia viral oncogène homolog) (Chin, 1999; Huettner et al., 2000). Ce groupe 
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d'oncogènes dont l'inhibition peut mener à la mort des cellules tumorales, à la 
différenciation, à l'arrêt ou à la sénescence est d'un grand intérêt clinique comme 
cible thérapeutique contre le cancer. 
Différents mécanismes sont proposés pour expliquer la dépendance à 
l'oncogène. Dans le premier, il a été proposé que, afin de maintenir le phénotype 
tumoral, les effets exacerbés d'un oncogène spécifique augmentant la prolifération 
seraient tamponnés par des boucles de rétroaction qui augmenteraient aussi 
l'expression de facteurs d'inhibition de croissance, de sénescence ou d'apoptose. 
Suivant l'inactivation d'oncogènes, les cellules subiraient alors cet excès relatif de 
facteurs inhibiteurs et entreraient en apoptose ou en sénescence (Weinstein et al, 
2002). Un second mécanisme proposé est basé sur le concept de la « létalité 
synthétique ». Selon ce concept, deux gènes sont considérés létaux synthétiques si la 
mutation de l'un ou l'autre de ces gènes n'est pas létale mais que la mutation 
simultanée des deux gènes entraîne la mort cellulaire (Sharma et al., 2006). Dans le 
même ordre d'idées, certaines cellules cancéreuses seraient hautement dépendantes 
d'un oncogène donné parce qu'elles auraient perdu la fonction d'un ou de plusieurs 
autres gènes accomplissant normalement une fonction similaire. Finalement, une 
autre hypothèse plausible serait que suite à l'inactivation d'un oncogène, des 
processus déjà en place de survie et d'apoptose prendraient fin à des rythmes 
différents, les premiers plus rapidement que les seconds. 
1.2 Le réseau Myc/Max/Mad 
1.2.1 Découverte de l'oncogène myc 
L'oncogène myc, qui encode le facteur de transcription Myc, a été identifié 
pour la première fois dans le virus aviaire MC29 (Ramsay et ai, 1982; Alitalo et al, 
1983]. Le gène responsable du potentiel transformant de ce virus fut identifié et 
nommé myc, pour myélocytose, la leucémie causée par ce virus. En effet, ce virus 
induit une variété de tumeurs chez la volaille incluant la myélocytose, des sarcomes, 
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ainsi que des tumeurs du foie et du rein (endothéliomes et carcinomes) (Duesberg et 
al., 1977). Des études de mutagénèse chez la souris ont ensuite permis l'identification 
de c-Myc (cellular Myc), l'orthologue cellulaire de v-Myc (viral Myc) (Klempnauer et 
al, 1982; Payne et ai, 1982; Vennstrom et ai, 1982; Bernard et al., 1983; Colby et al, 
1983; Watt et al., 1983). Depuis, plusieurs homologues de Myc ont été découverts, 
dont L-Myc {leucocyte), N-Myc (neuroblastoma) (Dalla-Favera et ai, 1982; Kohi et al, 
1983), S-Myc [suppressor et/ou short-Myc) (Sugiyama et al., 1989), et B-Myc 
[homologue seulement au niveau du domaine de transactivation (Ingvarsson et al., 
1988)]. 
1.2.2 Identification du réseau Myc/Max/Mad 
L'identification d'un domaine de type basic région Helix-Loop-Helix Leucine-
Zipper (b-HLH-LZ) sur c-Myc (Tapscott et al., 1988) ainsi que l'incapacité d'observer 
in vitro l'homodimérisation ou la liaison à l'ADN de c-Myc sauf à de très fortes 
concentrations a conduit à la recherche d'un partenaire de dimérisation. Max (Myc 
Associated protein X) fut identifié comme partenaire obligatoire de c-Myc (Blackwood 
et Eisenman, 1991). Contrairement à c-Myc, il fut montré que Max pouvait former des 
homodimères en solution et que son expression est constitutive et ubiquitaire 
[Wagner et al, 1992). La recherche d'autres partenaires potentiels de Max mena par 
la suite à la découverte des protéines Mad et Mxil (Ayer et Eisenman, 1993; Zervos et 
al., 1993), puis Mad3 et Mad4 (Hurlin et al., 1995; Hurlin etal., 1997). Ensemble, ces 
protéines constituent le réseau de facteurs de transcription Myc/Max/Mad dont une 
des fonctions principales est la régulation de l'expression de gènes contrôlant 
principalement la prolifération et l'arrêt du cycle cellulaire. 
La liaison des hétérodimères du réseau Myc/Max/Mad au promoteur proximal 
des gènes cibles détermine si la cellule se divise et prolifère (Myc/Max) ou se 
différencie et devient quiescente (Mad/Max). De façon générale, l'hétérodimère 
Myc/Max active la transcription de gènes cibles favorisant la croissance et la 
prolifération cellulaire, et réprime l'expression de gènes cytostatiques (Grandori et 
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al, 2000; Adhikary et Eilers, 2005). À l'opposé, la liaison des complexes Max/Max ou 
Mad/Max aux mêmes promoteurs cibles réprime la transcription des gènes activés 
par Myc (Grandori et al, 2000), menant ainsi à l'arrêt de la prolifération et à la 
différenciation cellulaire. 
1.2.3 Domaines fonctionnels des membres du réseau Myc/Max/Mad 
Contrairement aux protéines Max (p21 et p22), les protéines Myc (c-Myc, L-
Myc et N-Myc) ainsi que les protéines Mad (Madl, Mxil, Mad3/4) ne peuvent 
homodimériser. Leur hétérodimérisation par le domaine HLH-LZ avec Max est 
nécessaire pour la liaison à l'ADN par la région basique et pour l'activité biologique 
(Grandori et al, 2000). Celle-ci se produit grâce au recrutement de corégulateurs par 
les domaines fonctionnels HLH et TAD (TransActivating Domain) de Myc et S1D 
(imSin3 Interacting Domain) de Mad (Figure 2). 
1.2.3.1 Structure du domaine b-HLH-LZ et liaison aux E-box 
Les membres du réseau de facteurs de transcription Myc/Max/Mad possèdent 
tous un domaine b-HLH-LZ (Grandori et al, 2000). La structure cristalline du 
domaine b-HLH-LZ de l'homodimère Max (Ferré-D'amaré et ai, 1993) et des 
hétérodimères c-Myc/Max et Mad/Max liés à l'ADN (Nair et Burley, 2003) de même 
que l'homodimère Max en solution en absence d'ADN (Sauvé et al., 2004) ont permis 
de mieux comprendre l'organisation et le fonctionnement de ce domaine (Figure 3). 
Les domaines HLH et LZ permettent la dimérisation des protéines entre elles. Les 
domaines HLH des partenaires forment conjointement un ballot de quatre hélices a 
au cœur hydrophobe. Le domaine leucine zipper complète l'interface de dimérisation 
protéine/protéine en formant une super hélice gauche. La région basique permet la 
liaison aux sillons majeurs de l'ADN, bien que l'on observe également quelques 
contacts entre l'ADN et les HLH (Ferré-D'amaré et ai, 1993; Brownlie et ai, 1997; 
Nair et Burley, 2003). Les b-HLH-LZ des protéines Myc, Max et Mad reconnaissent 
classiquement des cibles d'ADN dont la séquence est 5'-CACGTG-3' et que l'on appelle 
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E-box pour Enhancer box, présentes dans les promoteurs des gènes qu'ils régulent 
(Adhikary et Eilers, 2005). La séquence E-box reconnue par c-Myc, Max et Mad 
représente une des variantes de la séquence palindromique consensus 5-CANNTG-3' 
reconnue par tous les facteurs de transcription de type b-HLH et b-HLH-LZ 
(Littlewood et Evan, 1994). 
TAD 
c-Myc, 
N-, L-Myc 
Max 
p21/p22 
Mad 1 
Mxî1 
Mad3/4 
__i 1 
Figure 2. Domaines fonctionnels des membres du réseau Myc/Max/Mad. 
Les régions d'interaction de c-Myc avec d'autres corégulateurs sont représentées par 
des boîtes blanches (coactivateurs) ou noires (corépresseurs). Le domaine de 
t ransac t iva t ion  (TAD) de  Myc es t  formé de  t ro is  é léments  appelés  Myc boxes  I - I I I  
(MBI-MBIIl). Les MBI et MBIl sont conservées dans toutes les protéines Myc (N-Myc, 
L-Myc, S-Myc et B-Myc), et le domaine b-HLH-LZ est conservé pour les protéines c-
Myc, L-Myc et S-Myc mais non pour B-Myc, qui est homologue seulement au niveau du 
domaine TAD. Adapté de Adhikary et Eilers, 2005. 
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Figure 3. Structure du domaine b-HLH-LZ de l'hétérodimère c-Myc/Max lié 
au E-box. 
Les domaines HLH et LZ permettent la dimérisation des partenaires tandis que la 
région basique permet la liaison aux séquences E-box (INKP.pdb : Protein Data iBank, 
http://www.rcsb.org). Adapté de Nair et Burley, 2003. 
1.3 Le protooncogène Myc 
1.3.1 Expression et dégradation de Myc 
Les niveaux d'ARNm et de protéine c-Myc corrèlent généralement avec la 
prolifération cellulaire et diminuent rapidement lors de la différenciation terminale 
de plusieurs types cellulaires (Grandori et ai, 2000). De fait, la concentration 
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cellulaire de c-Myc est régulée autant que faire se peut, tant au niveau de la 
transcription (initiation et élongation), au niveau post-transcriptionnel (stabilité de 
l'ARNm et traduction) qu'au niveau post-traductionnel (stabilité de la protéine et 
dégradation). 
Le gène c-myc, situé sur le chromosome humain 8q24, est formé de trois exons 
et deux introns. Le premier exon serait responsable de la courte demi-vie de l'ARNm 
de myc (environ 30 minutes), et l'absence de cet exon, par exemple suite à une 
translocation du gène myc, augmenterait substantiellement cette demi-vie (Rabbitts 
et al, 1985). La transcription du gène myc est contrôlée par différents mécanismes, 
entre autres au niveau de promoteurs TATA-less, de deux promoteurs classiques 
TATA ainsi qu'un contrôle au niveau de l'élongation de la transcription (Meyer et 
Penn, 2008; Cukier et al, 2010). L'expression de myc est induite suite à divers signaux 
mitogènes incluant des facteurs de croissance et des cytokines, Wnt, Notch, STAT 
(Signal Transducer and Activator of Transcription), les Récepteurs Tyrosine Kinase 
(RTK) et ainsi que les facteurs NFAT (Nuclear Factor o/Activated T-cells) activés en 
réponse au TGF-(3 (Transforming growth factor (3) (Grandori et al., 2000; Nasi et al, 
2001; Eilers et Eisenman, 2008; Singh et al., 2010). Au contraire, des signaux 
d'inhibition de croissance suppriment l'expression de c-myc (Grandori et al., 2000; 
Eilers et Eisenman, 2008). 
L'ARNm et les protéines c-Myc possèdent une courte demi-vie (30 et 20 
minutes respectivement) en comparaison à Max (3 heures et >24 heures 
respectivement) (Ramsay et al, 1984; Wagner et al., 1992). La stabilité des protéines 
Myc est contrôlée par la phosphorylation en N-terminal des résidus Thr58 et Ser62 
(Sears, 2004). L'activation de Ras entraine la phosphorylation du résidu Ser62 de Myc 
par ERK ce qui stabilise Myc. De plus, l'activation de Ras (RAt Sarcoma) inhibe 
l'activité de GSK-3 (Glycogen Synthase Kinase-3) par la voie AKT, ce qui stabilise 
indirectement Myc. En effet, lorsque l'activité de Ras s'affaiblit, l'activité AKT diminue 
et GSK-3 phosphoryle alors le résidu Thr58 de Myc (Nasi et al, 2001; Sears, 2004). La 
phosphorylation de Thr58 (qui nécessite la phosphorylation antérieure de Ser62) 
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entraine alors la dégradation de Myc en recrutant les complexes SCFFBW7 [Skp, Cullin, 
F-box corttaining complex), SCFSKP2 ou HectH9, ce qui résulte en l'ubiquitination de 
Myc et sa dégradation par le protéasome (Ciechanover et al, 1991; Gross-Mesilaty et 
al, 1998; Salghetti et al, 1999; Von Der Lehr et al, 2003; Welcker et al, 2004; 
Adhikaiy et al, 2005; Popov et al, 2010). 
1.3.2 Fonction de Myc dans les cellules normales 
c-Myc se localise généralement au noyau, où il lie, en hétérodimère avec Max, 
les promoteurs proximaux des gènes cibles et régule leur transcription en association 
avec des corégulateurs. Des études récentes utilisant le séquençage d'ADN 
immunoprécipité (ChIP-seq) indiquent que 10 à 15% des loci génomiques sont liés 
par c-Myc chez les mammifères (Eilers et Eisenman, 2008). Tel qu'attendu, les loci liés 
par c-Myc représentent un ensemble extrêmement varié de fonctions cellulaires 
(Figure 4). Ainsi, c-Myc transactive des gènes favorisant la croissance et la 
prolifération cellulaire, la synthèse protéique, le métabolisme (acides gras, glutamine 
et glycolyse), la biosynthèse des ribosomes, l'angiogénèse, l'apoptose et le maintien 
des cellules souches (Grandori et al, 2000; Dang et al, 2006; Eilers et Eisenman, 
2008; Meyer et Penn, 2008; Soucek et Evan, 2010; Van Riggelen et al, 2010). À 
l'opposé, les gènes réprimés par c-Myc sont impliqués dans l'arrêt du cycle cellulaire, 
l'adhésion et la communication cellule-cellule (Eilers et Eisenman, 2008; Meyer et 
Penn, 2008; Soucek et Evan, 2010). De plus, c-Myc régule l'expression des ARN 
polymérases I, II et III (Felton-Edkins et al, 2003; Arabi et al, 2005; Grandori et al, 
2005; Grewal et al, 2005). C-Myc module aussi l'expression de micro ARN (miRNA) 
qui contribuent au contrôle du cycle cellulaire, à l'apoptose, à l'inhibition de la 
différenciation et à la tumorigénèse (Dang et al, 2006; Lotterman et al, 2008; Lin et 
al, 2009). D'une part parce qu'il active la transcription des cyclines Al, Dl, D2 et El 
ainsi que de CDK4 (Cyclin-Dependent Kinase 4), CDC25A (Ce// Division Cycle 25), E2F1 
et E2F2 et d'autre part parce qu'il réprime la transcription de gènes du point de 
contrôle G0/G1 tels GADD45 (Growth Arrest and DNA Damage 45) et GADD153 et 
d'inhibiteurs de CDK (CKI) tels p21C'P1,15INK4b (Seoane et al, 2001; Staller et al, 2001; 
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Seoane et al, 2002) et p27KiP1 (Yang et al, 2001), c-Myc s'avère essentiel et suffisant à 
la progression du cycle cellulaire (Meyer et Penn, 2008). 
Par ailleurs, il semble que c-Myc serait un modulateur relativement faible de la 
transcription, dont la variation des niveaux d'expression des gènes cibles est 
typiquement en deçà d'un facteur dix. Cependant, vu son effet marqué sur toutes les 
fonctions cellulaires mentionnées ci-haut, c-Myc apparaît comme un régulateur global 
de la transcription, essentiel à l'intégration et à la coordination d'une variété de 
signaux vers la prolifération efficace des cellules. 
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Figure 4. Résumé des catégories fonctionnelles de gènes dont l'expression 
est modulée par Myc. 
Adapté de Eilers et Eisenman, 2008. 
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1.4 Rôle de c-Myc dans la tumorigénèse 
1.4.1 c-Myc est dérégulé ou surexprimé dans de nombreux cancers 
Environ 70% des tumeurs humaines montrent des niveaux de Myc élevés 
(Brooks et Hurley, 2009). Entre autres, c-Myc est surexprimé ou dérégulé dans le 
cancer du poumon (small cell lung carcinoma), du sein, du colon, des ovaires, du 
pancréas, de l'œsophage, dans les neuroblastomes, glioblastomes, adénocarcinomes, 
et médulloblastomes et les lymphomes de Burkitt, [Tableau 1; et (Adhikary et Eilers, 
2005; Brooks et Hurley, 2009)]. 
Tableau 1. Surexpression de c-Myc dans différents cancers 
Tissu cancéreux Fréquence de surexpression de Myc 
Tumeurs solides 
Glioblastomes 
Sein 
Colon 
Médulloblastome 
Ovaires 
Pancréatique 
Lymphomes 
Burkitt 
Lymphocytes B 
Folliculaire 
Mantle cell 
Tableau adapté de Brooks et Hurley, 2009. 
57-78% 
45% 
67% 
31% 
66% 
43% 
>90% 
10-25% 
70% 
Jusqu'à 100% 
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La dérégulation de c-Myc est souvent due à l'amplification du gène myc, à sa 
translocation, à des insertions rétrovirales ou à l'activation des voies en amont de 
l'expression de myc telle que Wnt/p-caténine ou Notch (Meyer et Penn, 2008; Brooks 
et Hurley, 2009). De même, la dérégulation de certains facteurs (e.g. Ras, voir la 
section 1.3.1) peut altérer la stabilité des protéines Myc et en conséquence, leur 
niveau cellulaire. 
1.4.2 Mécanismes oncogéniques de Myc 
Les mécanismes par lesquels c-Myc est lié à la transformation des cellules sont 
nombreux et conséquents avec son rôle dans les cellules normales [Tableau 2). Ainsi, 
la dérégulation et/ou la surexpression de c-Myc est typiquement associée à une 
hyperprolifération, à une instabilité chromosomale, à une augmentation de la survie 
cellulaire et de la tumorigénèse (Eilers et Eisenman, 2008; Meyer et Penn, 2008). 
1.4.2.1 c-Myc entretient la prolifération cellulaire et le maintien des cellules souches 
Des niveaux élevés de c-Myc sont suffisants pour induire une 
hyperprolifération, entre autres en activant la transcription des gènes de croissance 
et de prolifération et en réprimant les inhibiteurs du cycle cellulaire {e.g. pl5ink4b, 
p21C'P1, p27K'PA et p57 k'P2) (Adhikary et Eilers, 2005). De même, une surexpression de 
c-Myc empêche souvent mais pas toujours (Gandarillas et Watt, 1997) la 
différenciation des cellules (Coppola et Cole, 1986; Dmitrovsky et ai, 1986; Langdon 
et al., 1986; Prochownik et Kukowska, 1986). 
L'induction d'une progression dans le cycle cellulaire par c-Myc se produit 
principalement à travers l'action combinée de c-Myc sur les cyclines et les CDK 
(Figure 5). D'une part, l'hétérodimère c-Myc/Max active l'expression de la cycline D2 
(Bouchard et al., 2001) et de CDK4, menant à une hypophosphorylation de pRb, et 
séquestre p27K'P1 qui libère le duo cycline E/CDK2 (Weinberg, 2007). De plus, une 
transactivation de Cull par c-Myc/Max favorise l'ubiquitination et la dégradation de 
p27Ripi. L'hétérodimère c-Myc/Max active également les facteurs E2F1, E2F2 et E2F3, 
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Tableau 2. 
Classe fonctionnelle 
Cycle cellulaire 
Fonctions régulées par c-Myc et gènes cibles associés à la 
transformation 
Différenciation 
Croissance cellulaire, 
métabolisme et 
synthèse protéique 
Adhésion et migration 
cellulaire 
Angiogénèse 
ROS, dommages à 
l'ADN et instabilité 
chromosomale 
Renouvellement des 
cellules souches et/ou 
différenciation 
Transformation 
Description de la fonction 
Activation de Myc amène des cellules 
quiescentes à entrer et progresser 
dans le cycle cellulaire; les cellules 
primaires de souris arrêtent le cycle 
cellulaire en absence de Myc (Knock 
out conditionnel) 
Myc dérégulé bloque la différenciation 
de plusieurs types cellulaires; Myc 
accélère la différenciation de 
fépiderme 
Les niveaux d'expression de Myc sont 
associés à la taille du corps dû à la 
régulation du nombre et de la taille 
des cellules 
Myc conduit à la tumorigénèse en 
partie en permettant la croissance 
indépendante de l'ancrage cellulaire 
Myc induit l'angiogénèse dans une 
grande variété de tissus 
Myc peut contribuer à l'instabilité, 
induire l'agrégation des télomères et 
augmenter la production de ROS 
Myc peut potentialiser les cellules 
souches pluripotentes induites; Myc 
peut contrôler la balance entre le 
renouvellement des cellules souches 
et la différenciation 
Myc peut induire la formation et la 
croissance indépendante d'ancrage in 
vitro et la tumorigénèse in vivo; Myc 
est souvent dérégulé dans les cancers 
humains primaires 
Gènes types Impliqués 
Cydine D2, CDK4 (induits), p21, 
pl5, GADD45 (réprimés) 
Ç/EBP (réprimé) 
Lactate déshydrogénase, CAD, 
ODC, protéines ribosomales, 
EIF4E, EIF2A (induit) 
N-cadhérines, intégrines 
(réprimés) 
ILlp, microARN miR-17-92 
(induit), thrombospondine 
(réprimé) 
MAD2, TOP1, BUBR1, cycline 
Bl, MT-MC1 
À déterminer; possiblement 
des gènes associés au cycle 
cellulaire, à l'immortalisation, à 
l'adhésion et à la migration 
Plusieurs cibles contribuent à 
la transformation 
Tableau adapté de Meyer et Penn, 2008. 
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nécessaires au passage du point de restriction (point R). Par ailleurs, la répression de 
p!5ink4b et p2icipi par c-Myc/Miz-1 [que nous appellerons par la suite pl5 et p21 
respectivement) lève l'inhibition de CDK4, qui permet le passage du point de 
restriction du cycle cellulaire, et de CDK2, impliqué dans le passage entre les phases 
G1 et S. 
Par ailleurs, c-Myc contribue à l'instabilité génomique en découplant les 
phases S et M du cycle cellulaire et rend les cellules insensibles aux antimitotiques 
(Meyer et Penn, 2008). c-Myc est aussi impliqué dans le maintien des cellules souches 
en activant un profil d'expression génique similaire aux cellules souches (Ben-Porath 
et al, 2008; Wong et al, 2008; Zheng et al., 2008). Les caractéristiques présentées par 
ces cellules pourraient être reliées à la capacité migratoire, à l'invasivité et au 
potentiel métastatique typique des cellules cancéreuses (Meyer et Penn, 2008). En 
fait, des études récentes indiquent que c-Myc joue un rôle important dans le maintien 
des cellules souches cancérigènes (aussi appelées cellules initiatrices de tumeurs) 
contenues dans une population tumorale (Shackleton et ai, 2009). 
1.4.2.2 C-Myc altère le métabolisme des cellules 
c-Myc est également responsable d'altérations du métabolisme qui sont 
caractéristiques de plusieurs types de cancers. Ainsi, la glycolyse est stimulée par c-
Myc via un transport accru du glucose et par la régulation de plusieurs gènes 
glycolytiques, ce qui contribue à l'effet Warburg observé chez les cellules cancéreuses 
(Vander Heiden et ai, 2009). L'effet Warburg est caractéristique des cellules 
cancéreuses, qui produisent de l'énergie par un taux élevé de glycolyse (environ 200 
fois plus élevé que pour les cellules normales) suivi par une fermentation d'acide 
lactique dans le cytosol. Au contraire, les cellules normales montrent plutôt un taux 
lent de glycolyse suivi d'une oxydation (processus aérobie) du pyruvate dans les 
mitochondries. 
Parallèlement à l'effet Warburg, les cellules cancéreuses dépendent également 
de certaines fonctions mitochondriales dans le métabolisme, spécifiquement la 
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début/milieu G1 
activation de facteurs 
de la prolifération fin G1 
Max I c-Myc 
blocage des inhibiteurs 
de la prolifération 
Miz-1 I c-Myc 
Figure 5. c-Myc induit la progression dans le cycle cellulaire. 
C-Myc active la transcription des gènes de croissance et de prolifération (e.g. CDK4 et 
cycline D2) et en réprime les inhibiteurs du cycle cellulaire (e.g. pl5ink4b, p21c'P1, 
P27WP1). Ces actions concertées mènent à une hypophosphorylation de pRb et à une 
activation des facteurs E2F1, E2F2 et E2F3, permettant le passage du point de 
restriction (point R) et la progression dans le cycle cellulaire. Adapté de Weinberg, 
2007. 
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glutaminolyse, qui catabolise la glutamine pour générer de l'ATP et du lactate. De fait, 
la glutamine constitue une source majeure d'énergie pour les cellules cancéreuses, en 
plus d'être utilisée dans la synthèse protéique et nucléotidique (Deberardinis et al., 
2007]. Or, c-Myc diminue les niveaux de certains micro-ARN (ci-après miRNA) [e.g. 
miR23a et miR23b), ce qui résulte entre autres en une augmentation de l'expression 
de la glutaminase (Dang et al, 2009). 
1.4.2.3 C-Myc entraîne et surpasse les mécanismes apoptotiques 
Paradoxalement, la dérégulation de c-Myc sensibilise les cellules à l'apoptose 
induite par un stress (e.g. hypoxie, molécules cytotoxiques) entre autres en activant 
l'expression de pl9Arf, qui active p53 en liant et séquestrant la E3 ligase Mdm2 
(Nilsson et Cleveland, 2003; Meyer et al, 2006; Hoffman et Liebermann, 2008; Meyer 
et Penn, 2008; Cotter, 2009). À son tour, p53 active des gènes proapoptotiques, dont 
Bax {Bel-2 Associated protein X] et PUMA (p53 upregulated modulator ofapoptosis) et 
des gènes d'arrêt du cycle cellulaire dont p21CIPX. Tel que mentionné plus tôt, c-Myc 
réprime p21CIP1, ce qui permet aux cellules de surpasser l'arrêt du cycle cellulaire 
induit par p53 (Herold étal, 2002; Seoane et al, 2002; Wu étal., 2003). 
Par ailleurs, c-Myc réprime l'expression de facteurs anti-apoptotiques tels Bcl-
XI (B-cell lymphoma X-large) et Bcl-2 [B-cell lymphoma 2), ce qui permet aussi 
l'activation de Bax, qui à son tour contrôle la relâche du cytochrome c de l'espace 
intermembranaire mitochondrial (Eischen et al., 2001). Une fois dans le cytoplasme, 
le cytochrome c induit la formation du complexe apoptosome qui activera les 
caspases menant éventuellement à la mort de la cellule par apoptose. En somme, par 
ces mécanismes, c-Myc dérégulé promeut un état hyperprolifératif accompagné d'une 
augmentation de mortalité cellulaire. 
1.4.2.4 Inhibition de la sénescence 
c-Myc inhibe la sénescence cellulaire en activant l'expression de hTERT 
Chuman TElomerase Reverse Transcriptasé), la sous unité catalytique de la télomérase 
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(Wu et ai, 1999; Cerni, 2000). La télomérase, une ribonucléoprotéine polymérase, 
régénère les extrémités des télomères par l'ajout de répétitions TTAGGG. Puisque la 
télomérase est normalement réprimée dans les cellules somatiques, il s'ensuit un 
raccourcissement progressif des télomères, se produisant à chaque division cellulaire 
jusqu'à la limite de Hayflick. C'est la sénescence réplicative. L'expression de hTERT 
par c-Myc permet de surpasser la limite de Hayflick et confère ainsi un potentiel 
réplicatif illimité aux cellules surexprimant c-Myc. 
Par ailleurs, c-Myc inhibe également la sénescence induite par Ras (Wu et ai, 
1999; Mason et al., 2004), tandis que Ras inhibe l'apoptose induite par Myc (Hydbring 
et Larsson, 2010). De plus, la répression de p21 par c-Myc et Miz-1 permet 
d'augmenter l'activité de Cdk2 nécessaire pour surpasser certains programmes de 
sénescence cellulaire [Van Riggelen et Felsher, 2010). Dans le même ordre d'idées, la 
répression par c-Myc/Miz-1 est essentielle pour antagoniser la suppression de 
croissance et l'induction de la sénescence par le TGF-(3 (Van Riggelen et al., 2010). 
Finalement, la sénescence cellulaire est l'une des caractéristiques les plus communes 
dans la régression des tumeurs suite à une déplétion de Myc (Wu et al., 2007). 
1.4.2.5 c-Myc favorise l'angiogénèse 
Enfin, c-Myc dérégulé provoque également l'angiogénèse en réprimant 
indirectement la thrombospondine-1 via les microARN miR-17-92 (Dews et al., 2006; 
Giuriato étal, 2006). 
1.5 c-Myc comme cible thérapeutique 
Par son implication importante dans la tumorigénèse, c-Myc constitue une 
cible de choix pour le développement d'agents anti-tumoraux. Cependant, jusqu'aux 
dernières années, c-Myc a reçu assez peu d'attention en tant que cible thérapeutique. 
En effet, historiquement, l'inhibition thérapeutique de facteurs de transcription par 
de petites molécules a souvent échouée ou s'est avérée difficile (Koehler, 2010). De 
plus, le rôle essentiel de c-Myc dans la prolifération et la maintenance normale des 
32 
compartiments de cellules souches chez l'adulte a soulevé des questions concernant 
les effets secondaires de tels traitements inhibant c-Myc. Des travaux récents 
démontrent par contre le potentiel de thérapies ciblant c-Myc et montrent qu'une 
inhibition même brève de cet oncogène suffit à inhiber la tumorigénèse. 
Par exemple, dans un modèle murin de cancer du poumon induit par KRAS, les 
équipes des Pr Gérard I. Evan et Sergio Nasi ont exprimé de façon transitoire 
Omomyc, un inhibiteur dominant négatif de c-Myc (Soucek et al, 2008). Omomyc 
bloque l'hétérodimérisation de c-Myc avec son partenaire obligatoire Max, inhibant 
du coup la liaison aux E-box et la transactivation par c-Myc (Soucek et al, 1998; 
Soucek et Evan, 2002; Soucek et al., 2008). Chez ces animaux, l'expression de 
Omomyc a suffit à empêcher le développement de lésions dans les poumons, à arrêter 
de façon permanente la croissance tumorale et à induire la régression de tumeurs 
(Soucek et al., 2008). Quant aux effets secondaires possibles suivant une inactivation 
de c-Myc dans les tissus sains, l'équipe a montré que malgré une réduction de la 
prolifération de certaines cellules épithéliales, intestinales et germinales, la santé des 
animaux ne s'est aucunement détériorée. De plus, cette réduction de la prolifération 
s'est avérée réversible et une histologie normale fut retrouvée une semaine après 
avoir cessé l'expression de Omomyc. 
Dans une autre étude menée conjointement par les laboratoires des Pr Martin 
Eilers et Dean W. Felsher, il fut montré que l'inhibition de l'interaction entre c-Myc et 
Miz-1 (par l'utilisation du mutant V394D de c-Myc) inhibait significativement 
l'habileté de c-Myc de causer des lymphomes dans un modèle murin (Van Riggelen et 
al, 2010). Dans ce modèle, la dépendance à l'oncogène c-Myc provient du fait que 
sans c-Myc, les cellules entrent en sénescence. Ainsi, en réprimant l'expression de c-
Myc, les cellules anormales aboutissent dans un cul-de-sac : la sénescence cellulaire. 
Les cellules de cancer des ovaires sont aussi dépendantes de la famille 
d'oncogènes Myc pour la croissance et leur prolifération. En utilisant l'interférence 
par petits ARN (ou small-interfering RNA, siRNA) pour réprimer l'expression des 
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isoformes de Myc dans des lignées cancéreuses ovariennes, l'équipe du Pr Tulsiram 
Prathapam a observé l'arrêt de leur croissance (Prathapam étal, 2010). 
Parmi les stratégies en cours pour inhiber l'activité de Myc, on compte aussi la 
compétition des sites liés par l'hétérodimère c-Myc/Max par les homodimères 
Max/Max (Naud et al, 2003; McDuff et ai, 2009). En effet, il a déjà été montré que la 
surexpression de Max peut arrêter la croissance de lignées cellulaires 
lymphoblastiques (Gu et al, 1993). De même, la stabilisation des homodimères de 
Max par des petites molécules semble freiner la croissance de fibroblastes en culture 
et leur transformation (Jiang étal, 2009). 
1.6 Biologie moléculaire du réseau Myc/Max/Mad 
Tel que mentionné plus tôt, l'hétérodimère c-Myc/Max active la transcription 
de gènes de croissance et de prolifération cellulaire, et réprime l'expression des gènes 
cytostatiques (Grandori et al, 2000; Adhikary et Eilers, 2005). À l'inverse, la liaison 
des complexes Max/Max ou Mad/Max aux mêmes E-box réprime la transcription des 
gènes activés par c-Myc (Grandori et al, 2000), favorisant plutôt l'arrêt de la 
prolifération et la différenciation cellulaire (Figure 6). 
1.6.1 Activation de la transcription par c-Myc 
Afin d'activer la transcription des gènes contrôlant la prolifération cellulaire, 
l'hétérodimère c-Myc/Max lie la séquence consensus E-box canonique CACGTG dans 
le promoteur des gènes cibles. C-Myc lie par son domaine de transactivation (TAD) 
des cofacteurs tels que TRRAP [transformation/transcription domain-associated 
protein) et les complexes histones acétyltransférase (HAT) SAGA (contenant GNC5) et 
T1P60 (Figure 6) (Grandori et al, 2000; Mcmahon et al, 2000; Luscher, 2001; 
Adhikary et Eilers, 2005; Cole et Nikiforov, 2006; Eilers et Eisenman, 2008; Meyer et 
Penn, 2008). Les HAT entraînent alors l'acétylation et l'éviction des histones ce qui a 
pour effet d'ouvrir la chromatine et de permettre l'initiation de la transcription par 
les ARN polymérases (Squatrito et al, 2006; Govind et al, 2007). 
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HDAC 
Gènes Impliqués dans la prolifération 
Figure 6. Activation de la transcription des gènes de prolifération par c-
Myc/Max et leur répression par Mad/Max. 
La liaison de l'hétérodimère c-Myc/Max aux séquences E-box des gènes de 
prolifération permet le recrutement de coactivateurs et l'activation de la 
transcription. Au contraire, la liaison d'hétérodimères Mad/Max entraine le 
recrutement de corépresseurs et la répression de la transcription de ces mêmes 
gènes. 
Par ailleurs, c-Myc pourrait également réguler la structure de la chromatine 
par son interaction avec d'autres partenaires tels INI1 (aussi connu comme hSnf5) 
qui fait partie du complexe de remodelage de la chromatine SWI-SNF dépendant de 
l'ATP (Meyer et Penn, 2008). C-Myc peut également stimuler la transcription suite au 
recrutement de l'ARN polymérase II en favorisant l'élongation via le recrutement de 
pTEF-b {positive Transcription Elongation Factor), une kinase qui phosphoryle la 
queue C-terminale de l'ARN polymérase 11 (Eberhardy et Farnham, 2001; Meyer et 
Penn, 2008). De nouvelles évidences suggèrent que c-Myc permettrait ainsi d'abroger 
les pauses de l'ARN polymérase II (Rahl et ai, 2010). Par ailleurs, c-Myc favoriserait 
également la méthylation des ARNm (cap methylation) (Meyer et Penn, 2008; Cole et 
Cowling, 2009; Cowling, 2010). 
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1.6.2 Répression de la transcription par Max et par Mad 
À l'opposé, la liaison des complexes Max/Max ou Mad/Max aux séquences E-
box des mêmes promoteurs cibles réprime leur transcription (Grandori et al, 2000). 
Ainsi, l'homodimère Max ne possède pas de domaine fonctionnel, et peut agir comme 
antagoniste de la transactivation par c-Myc/Max en déplaçant l'hétérodimère des 
sites E-box (Amati et al, 1992; Amati et al., 1993; Gu et ai, 1993; Naud et al., 2005; 
Meier-Andrejszki étal, 2007; McDuff et al, 2009). 
Quant à l'hétérodimère Mad/Max, il réprime également la transcription des 
gènes activés par c-Myc/Max en déplaçant le complexe des sites E-box, et en 
recrutant via son domaine SID (mSin3 lnteracting Domain) l'activité histone 
déacétylase (HDAC) (Figure 6; Ayer et Eisenman, 1993; Hurlin et al., 1995; Grandori 
et al, 2000; Lûscher, 2001; Zhou et Hurlin, 2001; Adhikary et Eilers, 2005). En 
conséquence, la déacétylation des histones entraîne une plus grande association de 
l'ADN avec les histones et contribue à refermer la chromatine et à réprimer la 
transcription (Rottmann et Lûscher, 2006). 
1.6.3 Répression de la transcription par c-Myc 
Contrairement au mécanisme de transactivation par c-Myc expliqué plus haut, 
aucun mécanisme clair n'a encore été mis en évidence pour expliquer la répression de 
la transcription par c-Myc. Les analyses génomiques récentes indiquent cependant 
que c-Myc réprimerait autant de gènes qu'il en active, accentuant le rôle de la 
répression dans la fonction et la transformation par c-Myc (Meyer et Penn, 2008). 
1.6.3.1 Mécanisme actuel de la répression par c-Myc/Miz-1 
Les travaux des groupes de Martin Eilers et de Joan Massagué ont permis 
d'établir le rôle crucial des interactions entre c-Myc et Miz-1 [Myc-interacting zinc-
finger protein 1) dans la répression du promoteur pl5 et p21, des inhibiteurs du cycle 
cellulaire (Staller et al, 2001; Seoane et al, 2002; Wanzel et al, 2003; Kleine-
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Kohlbrecher et ai, 2006). Miz-1 est un facteur de transcription qui active l'expression 
de gènes cytostatiques, dont pl5 et p21 (Figure 7). Toutefois, en présence de 
l'hétérodimère c-Myc/Max, Miz-1 est inactivé, en partie par la compétition entre c-
Myc et p300 pour la liaison à Miz-1 (Staller et ai, 2001). Par conséquent, la 
transcription de pl5 et de p21 ainsi que le programme d'arrêt du cycle celiulaire sont 
interrompus (Kleine-Kohlbrecher et al., 2006). 
Figure 7. Activatton par Miz-1 et répression par c-Myc/Miz-1 de l'expression 
des gènes cytostatiques. 
Miz-1 lie le l'élément Inr dans le promoteur proximal de pl5 et de p21 et active leur 
transcription, entre autre par le recrutement de p300 et de la nucléophosmine. La 
liaison de c-Myc/Max fait compétition à p300 pour l'interaction avec Miz-1 et 
antagonise et réprime la transcription. 
1.6.3.2 Myc Interacting Zinc Finger Protein 1 
Miz-1 est une protéine de 83 kD formée d'un domaine BTB/POZ (POZ ci-
après), 13 motifs à doigts de zinc (zinc finger, ZF) ainsi que deux domaines potentiels 
d'interaction avec c-Myc (Myc Interacting Domain, MID-1 et MID-II) (Figure 8, 
(Peukert et Eilers, 1997). Le domaine POZ de Miz-1 (Stead et ai, 2007), permet 
l'homodimérisation (et possiblement l'homotétramérisation) ainsi que 
l'hétérodimérisation, entre autres avec Bcl-6 et Spl (Kleine-Kohlbrecher et ai, 2006). 
Gènes Impliqués dans la différBntlation 
(e.g. pi5fn**b et p21c'p1) 
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Les ZF sont des domaines communs à plusieurs facteurs de transcription 
responsables de la liaison spécifique à l'ADN (Wolfe et al., 1999). Jusqu'à présent, les 
interactions entre Miz-1 et les promoteurs pl5 et p21 restent relativement peu 
explorées. De fait, alors que Joan Seoane et Joan Massagué ont montré l'existence de 
deux régions liées par Miz-1 dans chacun des promoteurs pl5 et p21 (Seoane et al., 
2001; Seoane et al, 2002), on ignore quels ZF de Miz-1 lient ces sites. Les ZF sont 
également impliqués dans des interactions protéine-protéine. À cet égard, les 4 
Interaction avec Myc 
^ Interaction avec p300 
Interaction avec Smad3 
80 kD 40 kD 20 kD 
I 1 I 
Figure 8. Domaines fonctionnels de Miz-1. 
Miz-1 possède un domaine d'oligomérisation BTB/POZ (structure cristalline par 
(Stead et al., 2007), 13 motifs doigts de zinc (ZF) et deux domaines potentiels 
d'interactions avec c-Myc (Myc Interacting régions) aussi appelés MIDI et MIDII. 
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premiers ZF de Miz-llient Smad3 (Seoane et al, 2001). L'interaction Smad3/Miz-1 
serait importante pour leur recrutement mutuel aux promoteurs cibles et pour 
l'activation de la transcription. 
D'autres interactions protéine-protéine sont importantes pour l'activité de 
Miz-1 (Kleine-Kohlbrecher et al, 2006). Notamment, l'interaction entre le domaine 
MID-II de Miz-1 lié aux promoteurs et l'acétyltransférase p300 contribue à l'activation 
de la transcription de pl5 et de p21 (Figure 7 (Staller et al, 2001). De plus, les M1D 
sont aussi responsables de la liaison de Miz-1 à c-Myc. Ainsi, lorsque c-Myc lie Miz-1, 
il y a répression de la transcription, en partie à cause du déplacement de p300 (Figure 
7 et Staller et al, 2001). On sait également que c'est le HLH de c-Myc qui est 
responsable de la liaison à Miz-1. En effet, une mutation ponctuelle du HLH de c-Myc, 
V394D, empêche la liaison à Miz-1, mais conserve la liaison normale de c-Myc à Max 
(Herold et al, 2002). Par contre, on ignore encore le mode de l'interaction entre c-
Myc et Miz-1. 
1.6.3.3 Nécessité d'un nouveau modèle de répression par c-Myc/Miz-1 
En résumé, lorsque Miz-1 lie le promoteur proximal de pl5 ou de p21, il active 
leur transcription, vraisemblablement suite au recrutement de p300 (Figure 7). Par 
contre, la liaison de c-Myc/Max à Miz-1 sur ces promoteurs réprime la transcription 
(Adhikary et Eilers, 2005). Cependant, certains résultats dans la littérature suggèrent 
que cette interaction n'explique pas l'ensemble des effets de c-Myc dans la répression 
de pl5 et de p21, et soulèvent la possibilité d'une interaction directe entre c-
Myc/Max et les promoteurs réprimés par c-Myc (Staller et al, 2001; Seoane et al, 
2002). Ainsi, des expériences d'immunoprécipitation de la chromatine (ChIP) ont 
montré que c-Myc pourrait lier les promoteurs pl5 et p21 (Gevry et al, 2007). De 
plus, le mutant c-MycV394D (mutation dans le domaine HLH), qui ne lie plus Miz-1, 
réprime quand même en partie la transcription de pl5 et de p21 (Pr Martin Eilers, 
communication personnelle). Ces résultats peuvent s'expliquer dans le contexte d'une 
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liaison directe de c-Myc aux promoteurs cibles, qui lui permet de recruter des 
cofacteurs indépendamment de sa liaison à Miz-1. 
1.6.4 Vers un nouveau modèle de répression par c-Myc/Miz-1 
Seoane et Massagué ont montré l'existence de deux régions liées par Miz-1 
dans les promoteurs de pl5 (-155/-140 et -1/+13, Figure 9) et de p21 (-105/-81 et -
46/-32, Figure 10) (Seoane et al, 2002). Par contre, on ignore quels ZF de Miz-1 lient 
ces sites. Dans ce contexte, nous avons prédit avec des méthodes bioinformatiques 
simples, lesquels des 13 ZF de Miz-1 peuvent lier les sites identifiés. Pour cela, nous 
avons utilisé des potentiels statistiques dérivés d'une banque de données de 
complexes ZF/ADN (Kaplan et al, 2005). La liaison des facteurs de transcription de 
type ZF à l'ADN est généralement effectuée par au moins 3 ZF en tandem (Wolfe et al., 
1999). Nous avons donc cherché séquentiellement des sous-ensembles d'au moins 3 
ZF consécutifs de Miz-1 qui pourraient lier spécifiquement les régions identifiées des 
promoteurs pl5 et p21. Tel que montré aux Figures 9 et 10, nos prédictions indiquent 
que ce sont les sous-ensembles de ZF 5-7 et 10-12 qui devraient lier ces régions des 
promoteurs cibles. 11 est à noter que les ZF 1-4 ne font pas partie des sous-ensembles 
prédits pour lier les promoteurs proximaux, ce qui ajoute de la crédibilité à nos 
prédictions. En effet, les ZF 1-4 de Miz-1 semblent plutôt impliqués dans des 
interactions protéine-protéine (vide supra). 
À partir de ces informations, il a été possible de dériver un modèle global des 
interactions entre Miz-1 et les promoteurs régulés (Figure 11). Dans ce modèle, les 
sous-ensembles ZF 1-4 ne contactent pas l'ADN, les ZF 5-7 et/ou 10-12 sont 
impliqués dans des interactions spécifiques avec le promoteur et les ZF 8-9 agissent 
comme linker. D'une part, il est important de noter que les sites rapportés sont situés 
à plus de 520 Â l'un de l'autre sur le promoteur pl5 et à 230 Â sur p21, en 
considérant que la dimension de 10 paires de bases est de 3 nm (Lebel et ai, 2007). 
D'autre part, la distance entre les ZF 7 et 10 est d'environ 60 Â (Figure 11). Donc, si 
tel que prédit, les sous-ensembles de ZF 5-7 et 10-12 lient simultanément aux 
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Figure 9. Sites de liaison de Miz-1 sur le promoteur pl5tnk4b. 
La séquence de la région proximale du promoteur est montrée, et les sites de liaison 
des facteurs de transcription sont indiqués par le code de couleurs suivant : Miz-1 en 
bleu, Spl en vert, Smad en jaune et c-Myc/Max en rouge. Les régions identifiées par 
Seoane en 2002 sont montrées en comparaison avec les résultats de nos analyses 
bioinformatiques (Seoane et al, 2002). Pour chaque région du promoteur où 3 ZF 
consécutifs peuvent lier l'ADN, la région est indiquée et les sous-ensembles sont 
identifiés au-dessus. 
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Figure 10. Sites de liaison de Miz-1 sur le promoteur p21CiP1. 
La séquence de la région proximale du promoteur est montrée, et les sites de liaison 
des facteurs de transcription sont indiqués par le code de couleurs suivant : Miz-1 en 
bleu, Smad en jaune et c-Myc/Max en rouge. Les régions identifiées par Seoane en 
2002 et par Wu en 2003 sont montrées en comparaison avec les résultats de nos 
analyses bioinformatiques (Seoane et al, 2002; Wu et ai, 2003). Pour chaque région 
du promoteur où 3 ZF consécutifs peuvent lier l'ADN, la région est indiquée et les 
sous-ensembles sont identifiés au-dessus. 
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Figure 11. Modèle global de la régulation de la transcription de pl5'nk4b par 
Miz-1. 
A) La liaison de Miz-1 à pl5 s'effectue via les ZF 5-7 et 10-12 qui contactent les 
régions -155/-140 et -1/+13 respectivement Ces interactions favorisent la formation 
d'une courbure dans le promoteur. Miz-1 recrute des cofacteurs dont p300 et la 
nucléophosmine et active la transcription. B) La liaison de c-Myc à Miz-1 empêche 
l'interaction p300/Miz-l et contribue à la répression de la transcription. C) De plus, la 
liaison directe de c-Myc/Max au E-box MyoD de pl5 permet de recruter p400, qui 
incorpore l'histone H2A.Z au promoteur proximal et contribue à une réorganisation 
topologique qui a pour conséquence de fermer l'accès au site d'initiation de pl5. 
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promoteurs cibles, on peut anticiper un changement topologique significatif du 
promoteur (courbure ou boucle). Cela reste vrai pour toute autre combinaison de 
sous-ensembles liant des régions aussi distantes sur les promoteurs pl5 et p21. 
Par ailleurs, en considérant que Miz-1 existe sous forme d'homodimère (ou 
éventuellement d'homotétramère), il est possible que deux molécules de Miz-1 lient 
un promoteur cible. Dans ce cas, en fonction de la distance séparant les domaines POZ 
des ZF liant les promoteurs, Miz-1 pourrait également changer la topologie des 
promoteurs. Un tel mode d'interaction a été décrit pour GAGA, un autre facteur de 
transcription de type POZ-ZF (Katsani étal, 1999). 
Par ailleurs, la liaison de l'hétérodimère c-Myc/Max aux promoteurs pl5 et 
p21 pourrait induire des changements topologiques et affecter les interactions Miz-
1/ADN. À cet égard, il a été montré que la liaison de c-Myc/Max aux séquences E-box 
peut entraîner une courbure significative (près de 100°) du promoteur hTERT (Lebel 
et al., 2007). Ces résultats suggèrent que la liaison de c-Myc aux promoteurs pl5 et 
p21 puisse en affecter la topologie, et modifier la façon dont Miz-1 interagit avec 
ceux-ci. 
Il a été montré qu'un des cofacteurs recrutés par c-Myc au promoteur p21 est 
p400/Domino (p400) (Gevry et al, 2007). p400 fait partie d'un complexe de 
remodelage de la chromatine qui incorpore une variante d'histone [i.e. H2A.Z) dans 
quelques nucléosomes à proximité de la région initiatrice du promoteur p21 (Gevry 
et ai, 2007). Des études récentes montrent que les loci H2A.Z sont généralement 
dépourvus d'activité transcriptionelle, ce qui suggère que cette variante d'histone 
opère comme répresseur de la transcription (Guillemette et al, 2005). De plus, de 
nouvelles études montrent que le recrutement de RuvBlI (Pontin, TIP49) et RuvBI2 
(Reptin, TIP48) par c-Myc permettrait d'augmenter la répression du promoteur 
proximal de C/EBPô dans le cadre d'un complexe répresseur comprenant Max et Miz-
1 (Si et al, 2010). 
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1.6.4.1 Implication des E-box non canoniques dans la répression par le complexe c-
Myc/Max/Miz-1 
L'analyse de la séquence des promoteurs pl5 et p21 montre que ceux-ci ne 
contiennent pas de E-box canonique fCACGTG) mais possèdent des E-box non 
canoniques [CA£j£TG, ou E-box MyoD) qui pourraient constituer un site de liaison de 
c-Myc. Si tel est le cas, la mutation des E-box non canoniques pour une séquence non-
spécifique devrait affecter (i.e. diminuer) la répression de pl5 et p21 par c-Myc. 
Effectivement, c'est ce que démontrent des résultats préliminaires obtenus lors 
d'essais de transcription d'un gène rapporteur in cellulo (Pr Martin Eilers, 
communication personnelle). 
Jusqu'à présent, le rôle possible des E-box MyoD dans la répression de pl5 et 
de p21 par c-Myc n'a jamais été exploré, en dépit du fait que des essais ChIP ont 
montré que c-Myc pourrait lier le promoteur proximal de pl5 et de p21 (Seoane et al, 
2002; Gevry et ai, 2007). À plus forte raison, la régulation des promoteurs par c-
Myc/Max via des E-box MyoD n'a jamais été étudiée. Cette lacune dans la littérature 
peut être attribuable au fait que les E-box canoniques furent identifiés comme site de 
liaison spécifique de c-Myc alors que les efforts de recherche se concentraient 
exclusivement sur son activité de transactivation. Par contre, il est maintenant connu 
que le motif CA££iTG est présent dans seulement 26 % des promoteurs régulés par c-
Myc/Max, ce qui suggère fortement l'implication de mécanismes indépendants des E-
box canoniques dans la régulation de la transcription par c-Myc (Li et al, 2003). En 
outre, il est connu que l'hétérodimère c-Myc/Max peut reconnaître une certaine 
variété de E-box canoniques définis par la séquence consensus CA(C/T)GTG (Oster et 
al, 2002; Haggerty et al, 2003). 
En récapitulant, l'hypothèse de recherche générale de laquelle sont issus les 
travaux présentés dans cette thèse peut se résumer ainsi : la liaison de Miz-1 au 
promoteur pl5 (ou p21) active sa transcription, en partie parle recrutement de p300. 
La liaison de c-Myc/Max à Miz-1 et au E-box MyoD de pl5 réprime la transcription. 
Cet effet provient en partie de la compétition entre c-Myc et p300 pour l'interaction 
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avec Miz-1, du recrutement de p400 par c-Myc lié à l'ADN, et d'une réorganisation 
topologique du complexe c-Myc/Max/Miz-l/ADN qui a pour conséquence de fermer 
l'accès au site d'initiation de pl5 (Figure 11). Puisque d'autres gènes réprimés par c-
Myc contiennent également des E-box MyoD, ce mécanisme pourrait s'appliquer à 
d'autres promoteurs, donc représenter un modèle plus global de la régulation de la 
transcription par c-Myc/Max/Miz-1. 
1.7 Biologie structurale et thermodynamique du réseau 
Myc/Max/Mad 
Puisque l'hétérodimérisation des protéines du réseau c-Myc/Max/Mad et leur 
liaison spécifique à l'ADN sont au cœur de la régulation de la transcription par c-Myc, 
il est essentiel de connaître les déterminants structuraux qui dictent la 
reconnaissance moléculaire entre ces protéines et leur liaison à l'ADN. Classiquement, 
le mécanisme général sous-jacent à l'hétérodimérisation spécifique entre c-Myc et 
Max, et entre Mad et Max, se base sur la déstabilisation des deux homodimères et la 
formation d'un hétérodimère plus stable et plus probable via leurs domaines HLH et 
LZ (Blackwood et Eisenman, 1991; Solomon et al, 1993; Lavigne et al, 1995; Muhle-
Goll et al, 1995; Kohler et al, 1999; Fieber et al, 2001; Nair et Burley, 2003; Farina et 
al, 2004; Hu et al, 2005; McDuff et al, 2009]. Les domaines HLH et LZ constituent des 
domaines de dimérisation communs à plusieurs protéines. En effet, en plus des 
facteurs de transcription de type b-HLH-LZ, il existe également des facteurs de 
transcription de type b-HLH et b-Zip dont l'étude a permis de mieux comprendre 
chacun des domaines HLH et LZ. 
1.7.1 Hétérodimérisation spécifique par les domaines LZ 
Le domaine LZ se caractérise par une super hélice de pas gauche formée de 
deux hélices a de pas droit (Walshaw et Woolfson, 2003). Chacune de ces hélices a 
possède une séquence répétée de sept acides aminés (répétition en heptade) qu'on 
identifie par les lettres abcdefg. La projection des hélices a en deux dimensions 
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permet de bien visualiser cette heptade (Figure 12). Les positions a et d, 
généralement occupées par des résidus hydrophobes, forment l'interface de 
dimérisation (Wagschal et al, 1999; Tripet étal., 2000). La présence d'une leucine en 
position d sur 5 heptades consécutives définit les domaines LZ. La position a est 
souvent occupée par un résidu hydrophobe dont la chaine latérale est substituée en 
position 0, mais peut aussi être occupée par des résidus glutamate, aspartate ou 
asparagine. Cette variabilité en position a joue un rôle dans la modulation de la 
stabilité et la reconnaissance moléculaire (Tripet et al, 2000). Les positions e et g 
sont plutôt occupées par des résidus chargés (glutamate, aspartate, lysine ou 
arginine). Lorsque les résidus en position g d'une hélice (i) et les résidus en position e 
de l'heptade précédente sur l'autre hélice (i+5) sont occupées par des acides aminés 
aux charges opposées, il y a formation d'un pont salin inter hélice (Lavigne et al, 
1996). 
Figure 12. Représentation projetée des hélices a formant le domaine LZ. 
Les hélices a sont caractérisées par une séquence répétée de sept acides aminés où 
les positions a et d (situées à l'interface de dimérisation) sont occupées par des 
résidus hydrophobes. Les positions e et g sont souvent occupées par des résidus 
chargés. Lorsque les résidus en position g d'une hélice (i) et les résidus en position e 
de l'heptade suivante sur l'autre hélice (i+5) sont occupées par des acides aminés aux 
charges opposées, il y a formation d'un pont salin inter hélice (Lavigne et al, 1996). 
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1.7.1.1 Domaine LZ de l'homodimère Max 
La représentation projetée du LZ de Max (Figure 13) permet d'observer que 
les positions a et d sont occupées par des acides aminés hydrophobes à l'exception de 
3 positions. Celles-ci sont occupées par 2 asparagine en position a et une histidine en 
position d. La présence des asparagine en position a permet la formation de ponts 
hydrogènes à l'interface de dimérisation (Ferré-D'amaré et ai, 1993; Sauvé et al., 
2004). La stabilisation amenée par ces ponts H étant moins grande que la 
stabilisation par des contacts entre des résidus hydrophobes permettrait la 
réversibilité de la dimérisation. Un autre rôle de ces asparagine serait d'orienter la 
dimérisation, prévenant ainsi la formation de trimères et tétramères (Harbury et al, 
1993; Junius et al, 1995). Quant à l'histidine en position d, il a été proposé que ce 
résidu soit en grande partie responsable de la réversibilité de l'homodimère Max 
(Lavigne etal., 1998). Ce résidu histidine favoriserait l'hétérodimérisation en incitant 
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Figure 13. Représentation projetée du domaine LZ de l'homodimère de Max. 
Les flèches inter hélices avec un trait pointillé indiquent des interactions favorables 
tandis que les flèches avec un trait plein montrent des interactions défavorables. Tiré 
de Lavigne etal., 1995. 
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la dissociation vers l'état monomérique, et en permettant la formation d'interactions 
spécifiques avec les protéines des familles Myc et Mad (Lavigne et al, 1995; Muhle-
Goll et al, 1995). 
1.7.1.2Domaine LZ de c-Myc et de l'hétérodimère c-Myc/Max 
Des études in vitro ont montré que le domaine b-HLH-LZ de c-Myc [c-Myc* ci-
après) ne montre que peu de structure résiduelle et est peu soluble (Rishi et Vinson, 
2003; McDuff étal, 2009). De fait, c-Myc ne forme de structure secondaire, tertiaire et 
quaternaire stable que lors de sa liaison et son repliement concomitant avec le b-
HLH-LZ de Max (Max*) (Rishi et Vinson, 2003; McDuff et al, 2009). De plus, c-Myc* 
seul ne forme pas d'homodimères et ne peut lier l'ADN sauf à des concentrations 
artificiellement élevées (Blackwood et Eisenman, 1991; Amati et al, 1992; Kretzner et 
al, 1992a; Hu et al, 2005). La faible propension de c-Myc à homodimériser serait due 
à deux résidus glutamate (chargés négativement) situés aux positions Sa et 12a de la 
répétition en heptade du domaine LZ (Figure 14) (Muhle-Goll et al, 1994; Lavigne et 
al, 1998; Montagne et al, 2005; Montagne et al., 2008). De fait, la mutation de ces 
deux résidus glutamate suffit à permettre l'homodimérisation en enlevant les 
répulsions électrostatiques à l'interface (Soucek étal., 1998). La présence de résidus 
chargés à l'interface est grandement défavorable car elle nécessite leur 
enfouissement à l'intérieur d'un environnement hydrophobe (Montagne et al, 2005; 
Montagne et al, 2008). Pour pouvoir enfouir ces charges négatives dans l'interface 
hydrophobe, celles-ci doivent absolument être solvatées. Dans l'hétérodimère c-
Myc/Max, c'est précisément le rôle que joue l'histidine en position d de Max, en 
permettant la formation d'un pont salin à l'interface de dimérisation (Figure 15). 
En somme, en plus des interactions hydrophobes stabilisantes à l'interface 
entre les deux hélices, des interactions électrostatiques incluant un pont salin entre 
une histidine en position d du LZ de Max et deux résidus glutamate en position a du 
LZ de c-Myc confèrent la spécificité et l'attraction lors de l'hétérodimérisation 
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(Figure 15). De plus, un autre pont salin inter hélice formé par des résidus en position 
e et# permet de stabiliser davantage l'hétérodimère (Lavigne et al, 1998). 
Figure 14. Représentation projetée du domaine LZ d'un homodimère de Myc. 
Les flèches inter hélices avec un trait pointillé indiquent des interactions favorables 
tandis que les flèches avec un trait plein montrent des interactions défavorables. Tiré 
de Lavigne et al, 1995. 
1.7.1.3Domaine LZ de Mad et hétérodimère Mad/Max 
Le mécanisme de dimérisation des domaines LZ de la famille Myc est conservé 
chez la famille Mad. En effet, toutes les protéines Mad possèdent un résidu acide en 
position a dans le domaine LZ, permettant la formation d'un pont salin avec 
l'histidine en position d de Max (Nair et Burley, 2003; Montagne et al., 2005; 
Montagne et al, 2008). De même, la déstabilisation de l'homodimère Mad dû à la 
présence d'un aspartate à l'interface de dimérisation a été montrée (Montagne et al, 
2005; Montagne et al, 2008) et comme c-Myc, Mad ne peut homodimériser. 
Cependant, la mutation de cet aspartate en asparagine suffit à permettre la formation 
d'homodimères de Mad (Montagne étal., 2005; Montagne et al, 2008). 
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Figure 15. Interactions spécifiques permettant l'hétérodimérisation des LZ 
de c-Myc et de Max. 
A) Représentation projetée du LZ de l'hétérodimère c-Myc/Max. Les résidus Glu410 
et Glu417 de c-Myc sont positionnés à l'interface de dimérisation en position a, soit 
directement en face du résidu His81 de Max. La formation de ponts salins 
intermoléculaires entre les résidus des positions g et e (i, i'+5) est indiquée par les 
flèches pointillées. Les interactions défavorables sont indiquées par des flèches 
pleines. B) Modélisation de l'interface dimérique du LZ indiquant la complémentarité 
de charge entre les résidus acides de c-Myc et le résidu histidine de Max. Tiré de 
Lavigne et al., 1995. 
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1.7.2 Rôle des domaines HLH dans rhétérodimérisation spécifique 
Contrairement aux domaines LZ, le rôle des domaines HLH dans l'homo- et 
l'hétérodimérisation spécifique est moins bien connu. De même, un possible rôle pour 
la région basique dans l'établissement de la stabilité structurale et dans l'équilibre 
d'homo- et hétérodimérisation n'a jamais été étudié. Les rares études adressant ces 
contributions ont suggéré que la participation des domaines HLH à 
l'hétérodimérisation spécifique se limitait à fournir de la stabilité aux dimères 
(Wendt et al, 1998; Ciarapica et al, 2003; Longo et al, 2008). De fait, les structures 
homo- et hétérodimériques des protéines de type b-HLH et b-HLH-LZ ont révélé 
qu'un cœur hydrophobe bien défini stabilise les interactions tertiaires et quaternaires 
(Ferré-D'amaré et ai, 1993; Ellenberger et ai, 1994; Ferré-D'amaré et al., 1994; Ma et 
ai, 1994; Shimizu et al, 1997; Pârraga et al., 1998; Nair et Burley, 2003; Sauvé et ai, 
2004; Sauvé et al, 2007; Longo et ai, 2008). Ainsi, un alignement de séquence entre 
les membres des deux familles (Figure 16) montre clairement le patron conservé de 
résidus hydrophobes dans l'hélice 1 et l'hélice 2 (Ferré-D'amaré et ai, 1994; Rishi et 
Vinson, 2003), soit une répétition de résidus hydrophobes semblable au patron 
retrouvé dans les structures coiled-coils (également appelée répétition hydrophobe 3, 
4 vue la présence d'un résidu hydrophobe aux positions i et i+3 ou i et i+4). Cette 
observation suggère que la stabilisation du HLH à l'interface est basée sur le même 
schème que pour les coiled-coils à une distinction près, soit la présence d'un résidu 
hydrophobe aux positions e et g dans l'hélice 2 (Figure 16). Cette position 
hydrophobe additionnelle permet d'étendre le cœur hydrophobe pour permettre la 
formation de contacts intra et intermoléculaire (Rishi et Vinson, 2003). 
D'une part, nos observations précédentes montrent que le HLH de Max peut se 
replier indépendamment du LZ (Naud et al, 2003), ce qui suggère que la famille b-
HLH-LZ puisse montrer une stabilité appréciable. D'autre part, malgré que les 
domaines HLH de c-Myc et de Max soient très semblables (Figure 16), on n'observe 
pas de structure quaternaire pour c-Myc. Ainsi, la stabilité de son HLH semble au 
mieux marginale et contrebalancée par l'instabilité de son LZ homodimérique. S'il en 
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Figure 16. Alignement de séquence des domaines b-HLH des protéines de 
type b-HLH-LZ. 
c-Myc, N-Myc, L-Myc, Max, Mxd, USF, TFE3, TFEB, CBF1 et b-HLH : E47, NeuroDl, 
MyoD, Henl, Hen2, Myogenin, HEB, ITF2, Mashl, Mash2, Achaete. Les résidus 
conservés de l'hélice 1 (vert) et de l'hélice 2 Q'aune) participant dans la répétition 3,4 
formant le cœur hydrophobe sont surlignés, ainsi que les résidus hydrophobes 
(rouge) et basiques (bleu) du motif LR des b-HLH-LZ et du motif RL des b-HLH. Les 
résidus formant le LZ des protéines b-HLH-LZ sont surlignés en gris. Les chiffres en 
haut de l'alignement de séquence des b-HLH-LZ représentent la position dans la 
séquence de c-Myc tandis que ceux en haut de l'alignement des b-HLH représente la 
position dans la séquence de MyoD. Tiré de Beaulieu et ai, 2011a. 
était autrement, une homodimérisation significative de c-Myc par le HLH pourrait 
empêcher l'hétérodimérisation avec Max (McDuff et al., 2009). 
L'alignement de séquence entre les familles b-HLH et b-HLH-LZ révèle que 
plusieurs protéines b-HLH telles MyoD et E47 possèdent un résidu hydrophobe 
supplémentaire qui étend la répétition hydrophobe 3,4 vers la région basique (Figure 
16). Puisque les protéines de type b-HLH ne possèdent pas de LZ pour stabiliser le 
dimère, la contribution de ce résidu hydrophobe dans l'augmentation du cœur 
hydrophobe et par conséquent dans la stabilisation du dimère pourrait être 
significative. Au contraire, la présence d'une arginine à cette position sur c-Myc 
contribuerait négativement à la stabilité du dimère. De plus, il est à noter qu'en amont 
de cette position, un résidu leucine conservé chez les b-HLH-LZ correspond à une 
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les résidus Glu 12 et Argl6 participent à la discrimination entre les séquences d'ADN 
spécifiques et non spécifiques. 
Figure 17. Interactions entre l'ADN spécifique et Max. 
Les interactions spécifiques entre les chaînes latérales de la protéine Max 
(His8/His28, Argl6/Arg36 et Glul2/Glu32) et les bases azotées du E-Box sont 
représentées par des flèches grasses tandis que les interactions non-spécifiques avec 
les groupements phosphates du squelette polypeptidique de l'ADN sont représentées 
par des flèches fines. Les nucléotides impliqués dans les interactions spécifiques sont 
colorés en jaune. Tiré de Sauvé et al, 2007. 
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arginine chez les b-HLH (Figure 16). Comment l'interversion de ces résidus des 
domaines b-HLH intervient-elle dans la stabilité des dimères et par conséquent dans 
la dynamique d'hétérodimérisation spécifique? C'est une des questions que nous 
avons souhaité étudier en caractérisant l'effet de la double mutation L11R/R116L (c-
Myc*RL) sur la stabilisation du HLH homodimérique de c-Myc*. Les résultats de cette 
étude sont présentés au chapitre 2. Nous y montrons qu'en accord avec notre 
hypothèse, c-Myc*RL montre une meilleure propension à former un homodimère 
stable à concentration physiologique. De plus, c-Myc*RL est plus soluble et capable de 
former des complexes avec de l'ADN spécifique. Par contre, c-Myc*RL montre une 
hétérodimérisation presque inexistante avec Max* in vitro. Les résultats présentés 
dans ce manuscrit révèlent ainsi la présence dans le HLH et la région basique de 
déterminants cruciaux pour la reconnaissance moléculaire et la stabilité de 
l'hétérodimère c-Myc/Max. 
1.7.3 Liaison spécifique des séquences E-box par le domaine basique 
La liaison aux séquences spécifiques d'ADN CA(C/T)GTG constitue un autre 
élément central à la fonction biologique du réseau Myc/Max/Mad (Blackwood et 
Eisenman, 1991; Prendergast et Ziff, 1991; Amati et al., 1992; Amati et al, 1993; 
Grandori et al, 2000). Malgré que plusieurs études aient adressé la spécificité de 
protéines contenant un domaine b-HLH, une réelle compréhension du mécanisme de 
discrimination entre les séquences spécifiques et non spécifiques manque toujours. 
Une telle connaissance pourrait entre autres permettre un meilleur design de 
peptides ou de peptidomimétiques ciblant spécifiquement certains loci d'ADN pour 
interférer avec les processus contrôlés par des protéines b-HLH dérégulés dans des 
pathologies comme le cancer. 
Le domaine basique des protéines du réseau Myc/Max/Mad est une région 
très conservée, avec 60% d'identité de séquence. La structure élucidée par 
résonnance magnétique nucléaire (RMN) en solution de l'homodimère Max* en 
absence d'ADN montre que les 14 premiers acides aminés du domaine basique sont 
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très mobiles et ne possèdent pas de structure définie (Sauvé et al, 2004). Par contre, 
les résidus 15 à 18 montrent une structure en hélice a transitoire et réversible. Ces 
états partiellement repliés de la région basique complémentent directement le sillon 
majeur de l'ADN et seraient importants pour la reconnaissance des séquences d'ADN 
spécifiques (Sauvé et al, 2007). Il a été montré que la liaison à l'ADN par la région 
basique entraine l'adoption d'une structure hélicoïdale (Ferré-D'amaré et al, 1993; 
Nair et Burley, 2003; Naud et ai, 2003; Sauvé et ai, 2007). De là, la région basique 
suivrait un repliement dynamique et réversible de sa conformation en hélice a en 
quête d'interactions spécifiques (Sauvé et ai, 2007). 
Des études de la liaison à l'ADN par RMN en solution ont montré que 
contrairement à la liaison aux séquences spécifiques, la liaison à de l'ADN non 
spécifique par la région basique maintient cette dernière dans un état instable et peu 
replié vu le manque d'interactions stabilisantes favorables (Sauvé et ai, 2007). Cela 
résulte en un Kd plus élevé et une plus grande probabilité de dissociation, et donc à la 
discrimination entre l'ADN spécifique et non spécifique. De fait, le Kd apparent pour 
l'ADN spécifique a été estimé à 10 8 et 10 6 pour l'ADN non spécifique (Sauvé et al., 
2007). Par ailleurs, on sait également que la contribution de la région basique des 
deux monomères est importante pour former des complexes protéines ADN 
dimériques stables, malgré que ceux-ci ne montrent aucune coopérativité dans la 
liaison (Hu et al, 2005; Banerjee et al, 2006). En effet, des monomères ne contenant 
pas de région basique agissent comme régulateurs négatifs (Littlewood et al, 1992). 
1.7.3.1 Interactions stabilisant les complexes liés à l'ADN 
La structure cristalline de Max lié au E-box canonique CACGTG montre la 
région basique repliée en hélice a et liée à l'intérieur des deux sillons majeurs de 
l'ADN (Ferré-D'amaré et al, 1993). Cette structure est stabilisée par des interactions 
entre les résidus de la région basique et les groupements phosphate de l'ADN ainsi 
que par les interactions spécifiques avec les donneurs et accepteurs de ponts H des 
bases accessibles dans le Hoogsteen-edge (région d'interaction de la base azotée 
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latérale à la zone de pairage de Watson-Crick) du sillon majeur. Dans l'ensemble, les 
contacts avec le squelette phosphaté contribuent davantage à la stabilisation globale 
du complexe que les contacts spécifiques avec les bases azotées (Griffith et Wolf, 
2002; Meier-Andrejszki et ai, 2007). Ces interactions non spécifiques avec les 
groupements phosphate sont réalisées par les résidus Asn9, Argl3, Argl5 et Arg40, 
ce dernier appartenant à l'hélice 2 du domaine HLH. 
Les contacts spécifiques des résidus de la région basique avec les bases 
azotées permettent la discrimination des séquences d'ADN spécifiques des séquences 
non spécifiques. La structure cristalline de l'homodimère Max révèle que les résidus 
His8, Glul2 et Arglô forment des ponts H directs avec les bases de l'ADN (Ferré-
D'amaré et ai, 1993). Les résidus de la région basique les plus importants pour la 
reconnaissance de la séquence consensus CACGTG par Max sont Glul2 et Arglô 
(Ferré-D'amaré étal., 1993; Nair et Burley, 2003; Meier-Andrejszki et al., 2007; Sauvé 
et al, 2007). Malgré que le résidu His8 lie directement l'ADN, il a été montré que sa 
mutation n'affecte pas la spécificité de la liaison (Meier-Andrejszki et al., 2007). Le 
résidu Glul2 est conservé dans toutes les protéines possédant un domaine b-HLH qui 
lient des E-box CANNTG (Littlewood et al, 1992). Ce résidu forme des ponts H avec 
les bases CA dans le Hoogsteen-edge (Figure 17) et semble donc crucial à la 
reconnaissance des séquences E-box (Ferré-D'amaré et ai, 1993; Nair et Burley, 
2003; Sauvé étal., 2007; Maerkl et Quake, 2009). 
Par ailleurs, les protéines qui reconnaissent le CACGTG possèdent un résidu 
conservé Arglô (Dang et ai, 1992; Littlewood et ai, 1992; Nair et Burley, 2003; Sauvé 
et ai, 2007). Pour les protéines du réseau Myc/Max/Mad, il a été montré que ce 
résidu Arglô fournit une contribution énergétique favorable à la liaison à l'ADN en 
formant des ponts H avec le dinucléotide central CACGTG (Ferré-D'amaré et ai, 1993; 
Nair et Burley, 2003; Meier-Andrejszki et ai, 2007; Sauvé et al., 2007). De plus, il 
forme des interactions non spécifiques avec les groupements phosphate de l'ADN, 
une autre contribution énergétique favorable. On sait également que la mutation de 
ce résidu Arglô en alanine diminue d'environ 1 000 fois l'affinité de Max pour le E-
box canonique (Meier-Andrejszki et ai, 2007). Cependant, on ignore encore comment 
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Tel que mentionné précédemment, l'hétérodimère c-Myc/Max pourrait lier 
directement les E-box MyoD des promoteurs cibles dans le mécanisme de répression 
présenté à la section 1.6. Les contacts entre l'ADN et les résidus Glul2 et Argl6 de la 
région basique de c-Myc et de Max favorisent la liaison préférentielle du dinucléotide 
central (C/T)G des E-box canoniques (Figure 13 et Sauvé et al, 2007). En 
comparaison, la protéine MyoD, également un b-HLH-LZ, reconnaît spécifiquement le 
E-box non canonique CAGCTG. Le BR de MyoD possède les résidus Glul2 et Leul6 aux 
positions respectives des résidus Glul2 et Argl6 de c-Myc (Figure 16). Il a été montré 
que la mutation L16R change la spécificité de MyoD, qui reconnaît alors 
spécifiquement les E-box canoniques CACGTG (Van Antwerp et al, 1992). Dans le 
même ordre d'idées, nous avons voulu étudier l'effet de la mutation de ces positions 
sur le b-HLH-LZ de Max, afin de comprendre le rôle de ces résidus dans la 
discrimination des séquences spécifiques d'ADN. 
1.8 Objectifs de l'étude 
Cette thèse vise l'étude d'un point de vue structural et biophysique des 
déterminants de l'hétérodimérisation entre c-Myc et Max, de l'interaction entre c-Myc 
et Miz-1 et de la liaison aux séquences spécifiques d'ADN reconnues par c-Myc et Max 
dans le but de valider notre modèle mécanistique de répression des promoteurs pl5 
et p21 par c-Myc. De plus ce modèle de répression permet de prédire que des b-HLH-
LZ pouvant lier les E-box de ces promoteurs sans interagir avec Miz-1 pourraient 
renverser l'enroulement et réactiver l'expression de pl5 et p21 dans les cellules 
cancéreuses surexprimant c-Myc. 
Cette thèse a généré deux manuscrits scientifiques présentés aux chapitres 2 
et 3, ainsi que plusieurs résultats préliminaires probants et cruciaux pour l'initiation 
et la poursuite de ce projet. Ainsi, les chapitres 2 et 3 relatent l'étude de la liaison des 
domaines b-HLH-LZ de c-Myc et Max à différents sites E-box et à la compréhension 
des déterminants structuraux de l'hétérodimérisation spécifique entre ces domaines 
b-HLH-LZ. Le point saillant du chapitre 2 est la découverte de nouveaux déterminants 
structuraux dans le b-HLH-LZ de c-Myc responsables de l'hétérodimérisation 
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spécifique avec le b-HLH-LZ de Max. En effet, la réversion dans la structure primaire 
de deux acides aminés conservés à la jonction des domaines b et HLH de c-Myc, mène 
à un b-HLH-LZ qui forme un homodimère plus stable que l'homodimère de b-HLH-LZ 
de Max. En plus de révéler pour la première fois l'existence de déterminants 
structuraux responsables de la reconnaissance moléculaire avec Max dans le b-HLH-
LZ de c-Myc, cette découverte aura un impact important dans le design de nouveaux 
inhibiteurs de c-Myc. 
À l'instar des résultats présentés au chapitre 2, ceux rapportés dans le chapitre 
3 auront aussi une importance capitale dans le design et le développement de 
nouveaux inhibiteurs de c-Myc et dans notre compréhension des déterminants 
responsables de la spécificité d'interaction entre les b-HLH-LZ du réseau 
Myc/Max/Mad et les différentes séquences E-box palindromiques. En effet, nous 
décrivons dans ce chapitre une étude de la stabilité thermodynamique des complexes 
entre le domaine b-HLH-LZ de Max et de certains mutants de la région basique et les 
différentes séquences E-box palindromiques. Cette étude a non seulement permis de 
mettre à jour le rôle de certains résidus conservés pour la reconnaissance des 
CANNTG palindromiques mais elle a aussi rendu possible le design de b-HLH-LZ de 
Max et c-Myc avec une plus grande spécificité pour les E-Box non canoniques 
contenus dans les promoteurs proximaux de pl5 et p21. 
2 Étude de nouveaux déterminants structuraux de 
l'hétérodimérisation entre c-Myc et Max. 
2.1 Manuscrit 1 
Discovery of new structural déterminants for c-Myc specific heterodimerization 
with Max and development of a novel homodimeric c-Myc b-HLH-LZ 
Marie-Eve Beaulieu, François-Olivier McDuff, Martin Montagne, Vincent Frappier, 
Jean-François Naud and Pierre Lavigne. 
Statut du manuscrit: soumis pour publication 
Titre du journal : Biochemistry 
Avant-propos : 
Pour cette étude, j'ai réalisé le clonage des mutants c-Myc*LHR et c-
Myc*R16L, l'expression de tous les clones (c-Myc*WT, c-Myc*LHR, c-Myc*R16L et c-
Myc*LRRL) dans un système hétérologue E. coli ainsi que la purification des 
constructions. J'ai également préparé et effectué toutes les expériences CD 
présentées, de même que l'expérience EMSA et ai participé activement à l'analyse 
thermodynamique des résultats. Finalement, j'ai rédigé pratiquement la totalité du 
manuscrit, avec l'aide de mon superviseur, Pr Pierre Lavigne. 
L'analyse thermodynamique a été effectuée à l'aide de routines informatiques 
développées par François-Olivier McDuff. Celui-ci a également élaboré le protocole de 
purification de c-Myc*WT, que nous avons adapté et utilisé pour la purification de 
toutes nos constructions de b-HLH-LZ de c-Myc. Ces deux contributions sont 
explicitées dans une publication précédente (McDuff et ai, 2009). 
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Martin Montagne a effectué le clonage de la construction c-Myc*LRRL. Vincent 
Frappier a participé à la purification de c-Myc*LRRL et de c-Myc-WT en tant que 
stagiaire d'été sous ma supervision. L'idée originale de la simple mutation R16L est 
de Jean-François Naud. Celui-ci a effectué la mutation sur la protéine c-Myc complète, 
de même que des essais en cellule eucaryotes non présentés dans le manuscrit, mais 
corroborant les travaux que nous y présentons. L'idée originale de la mutation L11R 
et de la double mutation L11R/R16L est de moi. 
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RÉSUMÉ 
c-Myc doit hétérodimériser avec Max pour accomplir ses fonctions de facteur de 
transcription. Cette hétérodimérisation spécifique se produit par le domaine b-HLH-
LZ (région basique, Hélice 1-Loop-Hélice 2, Leucine Zipper) situé en C-terminal de 
chaque protéine. De fait, plusieurs études ont montré que le b-HLH-LZ de c-Myc (c-
Myc* ci-après) forme préférentiellement un hétérodimère avec le b-HLH-LZ de Max 
(Max* ci-après). Le mécanisme sous-jacent cette hétérodimérisation spécifique se 
base sur la déstabilisation des homodimères et la formation d'un hétérodimère plus 
stable. À cet effet, il a été rapporté que c-Myc* est peu soluble, homodimérise très peu, 
et que des répulsions à l'intérieur du domaine LZ entraînent l'instabilité du LZ. Dans 
ce manuscrit, nous montrons que le remplacement d'un résidu de la région basique et 
d'un résidu de l'Hélice 1 (Hl) de c-Myc* avec les résidus correspondants conservés 
dans les protéines de type b-HLH confère à c-Myc* une meilleure solubilité et une 
propension à former des homodimères stables en solution. En contraste marqué avec 
la protéine de type sauvage, ce double mutant (L362R, R367L) du b-HLH-LZ de c-Myc 
(c-Myc*RL) ne montre pratiquement plus d'hétérodimérisation avec Max* in vitro. De 
plus, c-Myc*RL forme un complexe très stable avec des sondes E-box canoniques et 
non canoniques. Ensemble, ces résultats démontrent pour la première fois que des 
déterminants structuraux de l'hétérodimérisation spécifique entre c-Myc et Max sont 
contenus dans la région basique et le H1 de c-Myc. 
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ABBREVIATIONS 
b-HLH-LZ , basic region-Helix 1-Loop-Helix 2-Leucine zipper; b-HLH, basic region-
Helix 1-Loop-Helix 2; b-Zip, Basic région- Leucine zipper; E-box, enhancer box; NSD, 
non-specific DNA; CD, circular dichroism. 
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ABSTRACT 
c-Myc must heterodimerize with Max in order to accomplish its fonctions as a 
transcription factor. This spécifié heterodimerization occurs through the b-HLH-LZ (basic 
région, Hélix 1 -loop-Helix 2, Leucine Zipper) domains located in the C-terminus of both 
proteins. In fact, many studies have shown that the c-Myc b-HLH-LZ (c-Myc* hereafter) 
preferentially forms a heterodimer with the Max b-HLH-LZ (Max*). The primary 
mechanism underlying the specific heterodimerization process lies on the destabilization of 
both homodimers and the formation of a more stable heterodimer. In this regard, it has 
been widely reported that c-Myc* has low solubility, homodimerizes poorly, and that 
repulsions within the LZ domain account for the homodimer instability. Here, we show 
that replacing one residue in the basic région and one residue in Hélix 1 (Hi) of c-Myc* 
with corresponding residues conserved in b-HLH proteins confers to c-Myc* a higher 
solubility and propensity to form a stable homodimer in solution. In stark contrast to the 
wild type protein, this double mutant (L362R, R367L) of the c-Myc b-HLH-LZ (c-
Myc*RL) shows almost no molecular récognition with Max* in vitro. In addition, c-
Myc*RL forms a highly stable complex with canonical as well as non-canonical E-box 
probes. Altogether, our results demonstrate for the first time that structural déterminants 
driving the specific heterodimerization of c-Myc and Max are embedded in the basic 
région and Hi of c-Myc. 
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The oncoprotein c-Myc belongs to the family of basic Hélix 1-loop-Helix 2 Leucine-
Zipper (b-HLH-LZ) transcription factors that dimerize, bind DNA and regulate gene 
transcription. c-Myc has a central rôle in cellular growth, prolifération and apoptosis by 
virtue of the large number of genes it transactivates and transrepresses (1-4). Indeed, c-
Myc activâtes the transcription of genes that promote the cell cycle (2, 3, 5) and represses 
the transcription of cell cycle arrest genes (4). Hence, deregulation or enhanced expression 
of c-Myc contributes to almost every aspect of tumor cell biology (1). As a matter of fact, 
recent studies have shown that c-Myc inactivation is a good strategy to inhibit cancer 
progression (6) and even reverse the cancer phenotype of adenocarcinoma cells (7). 
Indeed, even a brief inhibition of c-Myc function is sufïïcient to permanently stop tumor 
growth and induce régression of lung adenocarcinoma in a mouse model (7). 
In order to activate and repress the transcription of its target genes, c-Myc must 
heterodimerize with its obligate partner Max through their C-terminal b-HLH-LZ. 
Transcriptional activation of the genes promoting cell prolifération is achieved via the 
binding of c-Myc/Max heterodimer to canonical E-box DNA sequence (CACGTG) and 
recruitment of HAT activity by the c-Myc transactivation domain (2, 3, 5). Transactivation 
by c-Myc/Max can be counteracted by Mxd/Max heterodimer competing for the same 
DNA binding sites and recruiting HDAC activity via the mSin3 domain of Mxd (2, 3, 8). 
In addition, Max homodimer can also repress the transcription of genes activated by c-
Myc/Max heterodimer by reducing the population of free Max monomers (9) and binding 
to E-box DNA sequence (10, 11). On the other hand, the c-Myc/Max heterodimer represses 
the transcription of genes implicated in cell cycle arrest by a less well-defïned mechanism 
involving the interaction with Miz-1 or other co-regulators (1, 3, 4). Considering the 
central rôle of the c-Myc/Max heterodimer in tumorigenesis, a thorough understanding of 
the structural déterminants governing their molecular récognition is of tremendous 
relevance for the future development of molecules capable of interfering with it. One 
particularly successful example has been the development of Omomyc, a b-HLH-LZ 
variant of c-Myc that homodimerizes and heterodimerizes with both c-Myc and Max and 
that can repress c-Myc transactivation (12). More recently, the systemic expression of 
Omomyc in a k-ras mouse model was shown to be highly effective at clearing lung tumors 
without causing irréversible side effects (7). 
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Classically, the général mechanism underlying the spécifié heterodimerization between c-
Myc and Max relies on the destabilization of both homodimers and the formation of a 
more stable heterodimer through their HLH-LZ domains (9, 13-21). In vitro studies have 
demonstrated that the c-Myc b-HLH-LZ (c-Myc* hereafîter) is intrinsically disordered with 
only residual quaternary structure and low solubility (9, 22). Indeed, it can only form stable 
secondary, tertiary and quaternary structure upon the coupled binding and folding with the 
Max b-HLH-LZ (Max*) (9, 22). Moreover, c-Myc* alone neither forms homo-oligomers 
nor stably binds DNA except at very high concentrations (11, 13, 21, 23). The inability of 
c-Myc* to homodimerize has been attributed to the presence of charged residues at 
positions a in the heptad repeats of its LZ domain (18, 24). This was corroborated by the 
fact that mutation of these charged residues in Omomyc is sufficient to allow 
homodimerization by relieving interfacial electrostatic repulsions (12). Note that the 
heterodimerization of Omomyc with Max does not appear to be perturbed by these 
mutations. In contrast, the corresponding residues in the LZ domain of Max (i.e. positions 
a and d) are not as heavily charged and, as a resuit, the LZ (18, 19) and Max* readily form 
homodimers in solution (25-27). Max* also displays high affinity for the canonical E-box 
sequence (25-27). The structural déterminants of the LZ domain guiding the spécifié 
heterodimerization between c-Myc and Max have been described elsewhere (15, 18, 19, 
28). In short, in addition to stabilizing interfacial hydrophobic interactions, electrostatic 
interactions including one salt-bridge between a His side chain at a position d in the LZ of 
Max and two consécutive Glu side-chains at positions a in the c-Myc LZ contribute to the 
specificity and the stability of the heterodimerization. 
While the rôle of the LZ domains of c-Myc and Max in dictating homo- and 
heterodimerization specificities is well characterized, less is known about a possible rôle of 
the HLH in this process. Moreover, the implication (if any) of the b-region in the 
establishment of the structural stability and homo- or heterodimerization equilibrium has 
never been assessed before. Rare studies addressing these particular contributions 
suggested that the participation of the HLH domains to spécifié heterodimerization is 
limited to providing stability to the dimers (29-31). As a matter of fact, the structures of the 
b-HLH in the homo- and heterodimeric b-HLH and b-HLH-LZ proteins revealed that a 
well-defined hydrophobic core stabilizes tertiaiy and quaternary interactions (15, 26, 31-
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37). The sequence alignment between members of both families (Figure la) clearly shows 
a well-conserved pattern of hydrophobic residues within Hélix 1 (Hi hereafter) and Hélix 2 
(H2) (22, 37). This pattern, the 3, 4 repeat of hydrophobic residues classically found in 
coiled-coils, is depicted in Figure la. This observation suggests that the HLH interfacial 
stabilization and packing follows a pattern similar to coiled-coils, with one notable 
distinction; le. the presence of a hydrophobic residue at positions e and g in H2 (Figure 
la). This additional hydrophobic position extends the hydrophobic core to allow for the 
formation of intra- and intermonomer contacts (22). 
Despite the fact that c-Myc and Max HLH domains are very similar (Figure la), no 
appréciable quaternary structure is observed for c-Myc* (9, 22). On the other hand, we 
have previously observed that the HLH of Max can fold independently of the LZ (27), 
suggesting that HLH of the b-HLH-LZ family can display an appréciable stability. Hence, 
the stability of the c-Myc HLH seems at best marginal and out-balanced by the instability 
of its homodimeric LZ. Otherwise, in accordance with the classical mechanism of spécifié 
heterodimerization, significant homodimerization through the HLH could abrogate 
molecular récognition with Max (P). In this regard, the inspection of a homology model of 
the c-Myc* homodimer reveals that no ionic repulsions would be present at the interface of 
a putative HLH dimer (Figure le). However, the sequence alignment between members of 
the b-HLH and b-HLH-LZ families (Figure la) reveals that numerous b-HLH proteins 
such as MyoD and E47 display a supplementary hydrophobic residue (e.g. Val, Leu and 
Met) instead of a well-conserved Arg in the b-HLH-LZ proteins. The presence of this 
hydrophobic residue extends the 3, 4 repeat towards the b-region. Since b-HLH proteins do 
not have a LZ domain to promote dimer stability, the contribution of this hydrophobic 
residue in increasing the hydrophobic core and consequently in stabilizing the dimer may 
be significant. Conversely, the presence of an Arg at the équivalent position in c-Myc* 
may impede the stabilization of a homodimeric HLH (25) (vide infra) and contribute to the 
low amount of stable quaternary structure of c-Myc*. Finally, the sequence alignment also 
evidences a conserved Leu in b-HLH-LZ (located 5 residues N-terminal to the Arg) that 
corresponds to an Arg in the b-HLH proteins (Figure la). As depicted by the color-coding, 
distinct motifs seem to be conserved in the b-region and the Hi of b-HLH-LZ and b-HLH. 
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We shall refer to these motifs as the LR motif for b-HLH-LZ and the RL motif for the b-
HLH hereafter. 
In this context, we hypothesized that replacement of the conserved R367 of c-Myc* for a 
Leu residue as in MyoD would stabilize its homodimeric HLH. We also mutated the c-
Myc L362 residue by an Arg, thereby mimicking the b-region of MyoD-like b-HLH 
proteins and generating the double mutant (L362R, R367L) of the c-Myc b-HLH-LZ, 
hereafter named c-Myc *RL. As hypothesized and in contrast to what is observed for its 
wild type counterpart, we show that c-Myc*RL displays a high propensity to form a stable 
homodimer at physiological concentration. Furthermore, c-Myc*RL is more soluble and is 
able to form stable complexes with spécifié DNA. However and most importantly, c-
Myc*RL does not heterodimerize with Max* in vitro. Our results unveil the presence of 
crucial structural déterminants for the récognition of Max* by c-Myc* in its b-region and 
Hi and présents the design and production of a second génération of homodimeric c-Myc 
b-HLH-LZ with strikingly différent biophysical properties than Omomyc. These properties 
include the ability to bind tightly to DNA (canonical and non canonical E-box sequences) 
while not heterodimerizing with Max. As discussed, such properties could be exploited in 
inhibiting c-Myc repression and activation of transcription. 
MATERIALS AND METHODS 
Sequence alignment of b-HLH and b-HLH-LZ proteins. The sequence alignment of the b-
HLH domains of c-Myc (GeneBank accession no. P01106), N-Myc (P04198), L-Myc 
(P12524), Max (P61244), Mxdl (OQ51951 USF (Q15853V TFE3 (P19532), TFEB 
(P19484), CBF1 (P17106), E47 (P15923), NeuroDl (Q13562). MyoD (Q5W1M3), Henl 
(002575). Hen2 (OQ25771 Myogenin (P15173), HEB (0990811 ITF2 (P15884), Mashl 
(P50553), Mash2 (Q99929). Achaete (Q6XD76) proteins was performed using 
CLUSTALW (38). 
69 
» gn» 
FIGURE 1 (a) Sequence alignment of the b-HLH domains of b-HLH-LZ proteins: c-Myc, 
N-Myc, L-Myc, Max, Mxd, USF, TFE3, TFEB, CBF1 and b-HLH proteins: E47, NeuroDl, 
MyoD, Henl, Hen2, Myogenin, HEB, ITF2, Mashl, Mash2, Achaete. Conserved residues 
within Hélix 1 (green) and Hélix 2 (yellow) participating in the 3, 4 repeat of the 
hydrophobic core are highlighted, as well as the hydrophobic (red) and basic (blue) 
residues from the LR motif in b-HLH-LZ and RL motif in b-HLH proteins. Residues 
L362 and R367 of c-Myc are highlighted red and blue respectively. Residues forming 
the LZ in b-HLH-LZ proteins are highlighted in gray. The numbers above the sequence 
alignment of b-HLH-LZ represents position in the c-Myc sequence whereas the 
numbers above the alignment of b-HLH proteins refer to the position in the MyoD 
sequence. (b) The Max*VL homodimer solution structure (lR05.pdb (25). (c) 
Homology model of the homodimeric c-Myc*RL based on the Max*VL solution 
structure. In (b) and (c), the hydrophobic residues contributing to the hydrophobic 
core are shown in spheres (van der Waals surface). As depicted in (c), the R367L 
mutation (colored in gray) allows stabilization of a supplementary helical turn 
compared to Max*VL. 
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Homology modeling. Ail the molecular modeling was done using the Insightll suite 
(Acceleris) running on a SGI Octane2 workstation. The protein coordinates of the solution 
structure of the Max*VL homodimer free from DNA (PDB accession number lR05.pdb 
(25)) were used as a template for homology modeling of c-Myc*RL homodimer. 
Briefly, a pairwise sequence alignment between the primary structures of c-Myc*WT and 
Max*VL was performed using the HOMOLOGY module, and Max*VL coordinates were 
transferred to the c-Myc*WT sequence. Using BIOPOLYMER module, residues Leu 362 
and Arg 367 were then mutated to Arg and Leu respectively and a supplementary helical 
turn was manually added at the N-terminus of Hi, which generated naturally an extended 
hydrophobic interface. The resulting model was subjected to potential energy minimization 
using the program DISCOVER with the consistent valence force field (59). Molecular 
rendering was done using PyMol(40). 
Construction of pET3a expression plasmids encoding c-Myc*LRRL, c-Myc*WT and 
Max*WT. The b-HLH-LZ of c-Myc*WT and Max*WT were cloned in the pET3a plasmid 
(Novagen) as described previously (9, 27). The construct encoding c-Myc*RL was obtained 
by site-directed mutagenesis using the following oligonucleotides from Integrated DNA 
Technologies: 5'-d(ACC CAT AAT GTC AGG GAA CGC CAA CGC)-3' and 5'-d(GTT 
ACG GCG TTG GCG TTC CCT GAC ATT)-3' for the L362R mutation and 5'-d(GGA 
ACG CCA ACG CCT TAA CGA ACT GAA ACG)-3' and 5'-d(CGT TTC AGT TCG 
TTA AGG CGT TGG CGT TCC)-3' for the R367L mutation. 
Protein expression and purification. Expression and purification of the b-HLH-LZ 
constructs of c-Myc*WT and Max*WT was conducted as described previously (9, 10). The 
procédure applied for the expression and purification of c-Myc*RL construct was exactly 
the same as for c-Myc*WT. 
Circular dichroism spectropolarimetry. Circular dichroism measurements were performed 
on a Jasco J-810 spectropolarimeter equipped with a Peltier-type thermostat. The 
instrument was calibrated with an aqueous solution of d-10-(+)-camphor-sulfonic acid at 
290.5 nm. Protein samples were diluted to the desired concentration in 50 mM KH2PO4, 50 
mM KC1, pH 6.8, 5 mM DTT and incubated overnight at room température to ensure 
réduction and equilibrium. Samples were then loaded into quartz cells of 1.0 mm path 
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length. Wavelength spectra were recorded at 20°C from 200 nm to 250 nm by averaging 
five scans at 0.1 nm intervais. Thermal denaturations were recorded at 222 nm from 5°C to 
95°C with a heating rate of 1°C /minute. The populations of the monomeric and dimeric 
species were determined from the thermal denaturations using a formalism described 
previously (9). 
For DNA binding studies, the double-stranded E-box DNA was prepared by heating the 
following oligonucleotides (E-box sequence underlined): 5'-d(CCC CGG CCC ACG TGC 
CCG CGC)-3' and 5'-d(GCG CGG GCA CGT GGG CCG GGG)-3' obtained from 
Integrated DNA Technologies at 95 °C for 5 minutes followed by a slow cooling to room 
temperature. Equimolar concentrations of E-box DNA and protein were used. 
Electrophoretic Mobility Shift Assay (EMSA). The labelled double stranded E-box DNA 
was produced as follows: a 5' AlexaFluor® 488 NHS Ester-labelled oligonucleotide 5'd-
(TCG CGG GCA CGT GGG CCG GGT)-3' purchased from Integrated DNA Technologies 
was annealed with an unlabelled complementary oligonucleotide 5'd-(ACC CGG CCC 
ACG TGC CCG CGA)-3' by heating at 95 °C for 5 minutes followed by a slow cooling to 
room temperature. The unlabelled probes were annealed the same way and had the 
following sequences: canonical 5'd-(TCG CGG GCA CGT GGG CCG GGT)-3' and 5'd-
(ACC CGG CCC ACG TGC CCG CGA)-3\ non canonical 5'd-(TCG CGG GCA GCT 
GGG CCG GGT)-3' and 5'd-(ACC CGG CCC AGC TGC CCG CGA)-3'. The binding 
buffer contained 20 mM Tris-HCl (pH 8.0), 75 mM KC1, 2.5 mM DTT, 10 ug/mL poly dl-
dC, 25 ug/mL BSA and 5% glycerol. The titration and compétition EMSA reactions 
contained 5 |iM of the resulting double stranded labelled E-box DNA. For the titration 
experiments, increasing concentrations (3.1 jxM, 6.3 fiM, 12.5 faM and 25 jiM) of either c-
Myc*WT or c-Myc*RL were added the labelled probe, in a final volume of 20 (iL. For the 
compétition experiments, the unlabelled probes were mixed with the labelled probe prior 
addition to 12.5 of c-Myc*RL in a final volume of 20 \iL. The DNA-binding reactions 
were incubated at room temperature for lh and analyzed on a 6% native PAGE in 0.5x TA 
buffer (20 mM Tris-acetate, pH 8.0). Electrophoresis conditions were 100 V for 35 minutes 
at room temperature. 
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RESULTS 
Sequence alignment and molecular modeling reveal putative structural déterminants in the 
basic région and Hélix 1 of c-Myc. In contrast to the well-characterized LZ domains (15, 
18, 19, 21, 24, 28), little is known about a possible rôle of the c-Myc b-region and HLH in 
the homo- and heterodimerization processes. The sequence alignment between members of 
the b-HLH and b-HLH-LZ families presented in Figure la reveals the presence of a 3, 4 
repeat of hydrophobic residues in the HLH domain. This 3, 4 repeat is characteristic of 
coiled-coils interfacial packing (22, 37). In addition to the hydrophobic residues at position 
a and d, the presence of hydrophobic residues at positions e and g in H2 further contributes 
to inter-helical interactions (Figure la) Inspection of the available crystal structures of b-
HLH and b-HLH-LZ proteins in complex with cognate DNA confirais that these residues 
constitute the hydrophobic core stabilizing the parallel four-helix bundle of HLH proteins 
(15, 31, 32, 34-37). This hydrophobic core and the characteristic HLH fold is preserved in 
solution and in absence of DNA as evidenced by the solution NMR structure of Max*VL 
(25) presented in Figure lb. 
As described before (25), in absence of cognate DNA, the HLH hydrophobic core is 
discontinued by the end of the helical structure at the transition between Hi and the b-
region delimited by R367 in c-Myc (Figure la). This Arg residue is strictly conserved in ail 
the b-HLH-LZ proteins binding the canonical E-box DNA sequence CACGTG (23). 
According to the sequence alignment (Figure la), this Arg residue occurs at a position a. It 
is expected that the presence of an Arg at a position a will cause a repulsion and resuit in 
local unfolding at the interface of tertiary and/or quaternary structures. In this regard, using 
NMR 15N spin relaxation measurements, we have unveiled the presence of internai motions 
caused by such repulsions at the b-region and Hi (b-Hi) junction of Max*VL (25). 
However, the sequence alignment reveals that b-HLH proteins contain a hydrophobic 
residue at this position. In this context, we hypothesized that the mutation of R367 in c-
Myc* for a Leu as in b-HLH proteins like MyoD would resuit in an extended 3, 4 repeat at 
the b-region and Hj junction. This would in turn enhance the hydrophobic core, remove the 
electrostatic repulsion and consequently stabilize the tertiary and quaternary structures of c-
Myc*. Besides, examination of the b-region primary structures (Figure la) reveals that a 
hydrophobic residue conserved in the b-HLH-LZ family (i.e. L362 in c-Myc) conversely 
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matches a conserved Arg residue in the b-HLH family. The conservation of this LR motif 
in b-HLH-LZ proteins and of the RL motif in the b-HLH proteins suggests a combined rôle 
in the dimerization of their respective protein family. 
As a first attempt to assess the effect of the LR motif switch in the c-Myc*RL mutant, a 
homology model of the putative homodimeric c-Myc*RL was built based on Max*VL, the 
only structure available of a b-HLH-LZ protein in absence of DNA (Figure le). This 
molecular model suggests that mutation of R367 for a Leu allows the extension of the 3, 4 
repeat by one helical turn compared to the Max*VL structure presented in Figure lb. 
Simultaneously, the extended helices are mutually stabilized as they extend the 
hydrophobic core, hence fostering a putative stabilization of the HLH of c-Myc*. Previous 
studies have already shown that the b-region of b-HLH as well as b-HLH-LZ proteins in 
solution and in absence of DNA is mostly disordered (25, 32, 41). Consequently, the 
L362R mutation, located in a random coiled structure, is not likely to resuit in any 
important altération regarding intra- or interhelical interactions. This prédiction is reflected 
in the c-Myc*RL model, in which L362 does not form any particular interaction with 
surrounding residues. Thus, according to the sequence alignment and molecular modeling, 
the major structural effect anticipated for the LR motif switch in c-Myc*RL is the extension 
of the HLH hydrophobic 3, 4 repeat. 
c-Myc*RL forms stable homodimers in solution. Previous studies have shown that the LZ of 
c-Myc (18, 24) and the b-HLH of c-Myc (9, 22) display only residual secondary and 
quaternary structures. As evidenced by the far-UV CD spectra presented in Figure 2a, the c-
Myc*RL mutant possess strikingly différent structural properties compared to its WT 
counterpart. As observed previously (9, 22), the CD spectrum of c-Myc*WT is indicative 
of a mixture of random coil and residual helical content. Indeed, the shallow ellipticity at 
222 nm and the deeper minimum around 200 nm is the signature of a mostly unfolded a-
helical protein (42). By comparison, the far-UV CD spectrum obtained for c-Myc*RL 
depicts minima at 208 and 222 nm that are diagnostic of folded a-helical proteins (42). The 
mean molar ellipticity at 222 nm ([©]222 nm) for c-Myc*RL is -8 632 deg*cm2*dmor'. For a 
fully a-helical 87 residues b-HLH-LZ, this [@]222 nm value is estimated at -38 000 
' j  i 
deg'cm «dmol" (42). Therefore, a helical content of about 23% can be approximated for c-
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Myc*RL, which corresponds to that expected for a dimeric b-HLH-LZ with the LZ and b-
region mostly unfolded (25, 32, 43). Indeed, around 24 out of 87 residues (i.e. -28%) form 
the HLH quaternary structure (Figure la). 
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FIGURE 2 (a) Far-UV CD spectra (20°C) of c-Myc*WT (O) and c-Myc*RL (•). (b) 
Temperature-dependence of the CD signal at 222 nm (b) of c-Myc*WT (O) and c-
Myc*RL (•). The protein concentration used was 32 nM in monomer units in 50 mM 
phosphate, 50 mM KCl, 5 mM DTT, pH 6.8. 
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Further evidence that the HLH région of c-Myc*RL is stably folded is found in the 
temperature-induced denaturation curves monitored at 222 nm (Figure 2b). Indeed, the 
thermal denaturation of c-Myc*RL reveals a coopérative transition, as expected for a 
population of interacting a-helices. Using the classical formalism for the coupled unfolding 
and dissociation of a dimer upon to fit the thermal denaturation (9, 27), we determined the 
Kd(20°C) and Kd(37.5°C) for the c-Myc*RL homodimer to 9.9E-08 and 1.0E-05, 
respectively. These values are smaller than those determined for the Max* homodimer 
(Kd(20°C) and Kd(37.5°C) of 1.4E-06 and 5.2E-04) indicating that the c-Myc*LR 
homodimer is more stable than the Max* homodimer. Indeed, the melting temperature (T°) 
at pH 6.8 is 41.5°C for c-Myc*RL compared to 29.3°C for Max*. Conversely, the melting 
curve of c-Myc*WT only depicts a shallow transition with a low apparent T° which 
indicates a low population of oligomeric species (9, 22). In addition and contrary to c-
Myc*RL, the temperature denaturation of c-Myc*WT is irréversible (data not shown). This 
indicates that c-Myc*WT irreversibly forms non-soluble species. The aggregation of c-
Myc*WT can be observed at ail temperatures. Indeed, after a few hours, précipitâtes can be 
observed even at room temperature and 32 |iM. 
The c-Myc*RL homodimer forms high affinity DNA complexes with the canonical and non-
canonical E-Box sequences. In order to explore the DNA binding ability of c-Myc*RL, we 
performed CD and EMSA experiments. In addition to EMSA, circular dichroism has been 
extensively and classically used to detect the stabilization of secondary and quaternary 
structures of b-HLH and b-HLH-LZ upon cognate DNA binding (10, 16, 22, 27, 29, 32, 43, 
44). Figures 3a and 3b show the far-UV CD spectra and the temperature denaturations of c-
Myc* and c-Myc*RL in presence of equimolar quantities of canonical CACGTG E-box 
probes, respectively. The contribution from the DNA probe was subtracted in each case. As 
can be noticed on Figure 3a, the presence of the E-box probe significantly increased the 
helical content of c-Myc*RL. Indeed, the [0]222 nm of c-Myc*RL at 20°C in presence of E-
box DNA is -12 493 degcm2dmor', which corresponds to a helical content of 
approximately 33% and suggests as well the existence of a DNA complex with the b-region 
and the HLH folded. Moreover, the temperature denaturation shown in Figure 3b evidences 
the presence of a stable DNA interacting helical structure with an apparent T° around 65 °C 
for c-Myc*RL. In contrast, the [0]222 nm value of c-Myc*WT (20°C) is much lower in the 
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presence of DNA with a value of -6 386 deg*cm2*dmor'. Furthermore, the thermal 
denaturation of c-Myc *WT in presence of the canonical E-box depicts a considerably lower 
T° of approximately 40°C, suggesting the presence of a small amount (population) of 
complex. Indeed, as can be noted in Figure 3c, under the conditions used in our EMSA 
assays, the complexes between c-Myc*WT and the CACGTG E-box probe could merely be 
observed. This resuit indicates that the weak stability of the complex between c-Myc* WT 
and the canonical DNA probe can easily be outcompeted with the non-specific 
polynucleotides present in our reaction buffer. This is in complété accordance with earlier 
reports showing that specific DNA binding by c-Myc could only be observed at very high 
and non-physiological concentrations (13, 21, 23, 45). However, under the same conditions, 
a specific complex between c-Myc *RL and the same probe is manifest, and indicates an 
affinity in the 1E-08 range, comparable to the affinity evaluated for the Max* canonical E-
box binding (46). In conjunction with the higher apparent T°, this observation points to the 
existence of a much more stable DNA complex between c-Myc*RL and the E-box DNA 
compared to its WT counterpart. This can be rationalized with previous démonstrations that 
the affinity of a dimeric b-HLH-LZ (or b-HLH) for DNA is proportional to its stability or 
the population of the dimeric state (27, 46). 
In contrastto c-Myc*RL, adding DNA (independently of the sequence) to c-Myc* WT leads 
to a precipitate that is trapped in the wells during electrophoresis (Figure 3c). This 
underscores the reported fact that c-Myc*WT is poorly soluble (vide supra), even in 
absence of DNA. Hence the presence of DNA appears to further reduce its solubility. 
Therefore, in addition to increasing the stability of the homodimer, the LR motif switch 
seemingly increases solubility and hence the population of stable and soluble DNA 
complexes. It is interesting to note that the solubility of c-Myc*L362R and that of c-
Myc*R367L is lower or comparable respectively to that of c-Myc*WT (data not shown) 
indicating that the simultaneous mutation in c-Myc*RL is necessary to increased 
thermodynamical stability of the dimer and solubility. 
The results of the EMSA compétition experiments of the c-Myc*RL-CACGTG complex 
with différent probes are presented in Figure 3d. As can be observed, the binding of the 
labelled canonical E-box probe (CACGTG) is totally competed by 10 mole équivalents of 
the same probe unlabelled. The non-canonical (CAGCTG) sequence can also compete 
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efficiently the labelled CACGTG probe, with only a modest réduction in apparent affinity 
(10 times) compared with the canonical sequence. These flndings corroborate that the 
dimerization of the HLH in the c-Myc*RL construct facilitâtes DNA binding and also 
allows for the spécifié binding to the non-canonical CAGCTG sequence. This is a notable 
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FIGURE 3 (a) Far-UV CD spectra (20°C) of c-Myc*WT (O) and c-Myc*RL (•) in 
presence of an equimolar quantity of canonical E-box probe, (b) Temperature-
dependence of the CD signal at 222 nm (b) of c-Myc*WT (O) and c-Myc*RL (•) in 
presence of the same E-box probe. The experimental conditions are identical as in 
Figure 1. (c) EMSA titration of the c-Myc*WT and c-Myc*RL binding to a canonical 
(CACGTG) E-box probe. Lane 1 and 6 contain the fluorescently labeled canonical E-box 
probe (50 nM). Lanes 2-5 and 7-10 contain increasing concentrations (3.1 6.3 nM, 
12.5 nM and 25 |iM) of c-Myc*WT and c-Myc*RL respectively. (d) EMSA compétition of 
the c-Myc*RL-canonical E-box complex with unlabelled canonical (lanes 2-4) and non 
canonical (lanes 5-7) probes. The concentrations used are mentioned in mole 
équivalents relative to the labelled probe concentration. 
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resuit as it is well documented that the b-region of c-Myc does not have appréciable afïïnity 
for the CAGCTG sequence (13, 21, 47). 
c-Myc*RL does not heterodimerize with Max*. In order to assess the spécifié 
heterodimerization between c-Myc*RL and Max*, we applied the approach developed by 
the Vinson group (22). As described previously, if spécifié heterodimerization occurs, as in 
the case of c-Myc*WT and Max*, the CD spectrum (Figure 4a) (or temperature 
denaturation, Figure 4b) of an equimolar mixture will depict more helical structure than the 
arithmetic sum of the spectra (or temperature denaturation curves) of both constructs (9, 
22). In contrast, the CD spectrum measured for the c-Myc*RL/Max* (Figure 4d) mixture is 
équivalent to the arithmetic sum of the individual constructs spectra indicating the absence 
of specific heterodimerization between both b-HLH-LZs at room temperature. While it is 
theoretically possible that a c-Myc *RL/Max* heterodimer with a helical content amounting 
to sum of those of both b-HLH-LZs on their own could have formed, such a possibility 
should be accompanied by the appearance on temperature denaturation curve of a species 
(the heterodimer) with a larger thermodynamical stability than both homodimers. However, 
in stark contrast with the c-Myc*WT/Max* mixture (Figure 4b), Figure 4e depicts that the 
thermal denaturation of the c-Myc*RL/Max* mixture is nearly identical to the arithmetic 
sum of the c-Myc*RL and Max* individual curves between 5°C and 37°C (Figure 4e). This 
resuit implies that there is no appréciable formation of a specific heterodimer between c-
Myc*RL and Max* in this temperature range. In order to further evidence the absence of 
signifïcant heterodimerization, we used a formalism previously described (9) that allows for 
the évaluation of the concentration of ail species (e.g. monomers, homodimers and the 
heterodimer) at différent températures from the simulation of the thermal denaturation (see 
materials and methods). For the sake of comparison, we have also determined the 
concentration of ail species for the c-Myc*WT and Max* and mixture (Figure 4c and 4f). 
As shown on Figure 4c and 4f, while the heterodimer (purple line) is always the favored 
species with c-Myc*WT/Max* mixture (Figure 4c) it is not the case with c-Myc*RL/Max*. 
In fact the c-Myc*RL homodimer (red solid line) is the dominant species between 5 and 
47°C (Figure 4f). Because the apparent T° of the c-Myc*RL (41.5°C) dimer is higher than 
that of the Max* dimer (29.3°C), the heterodimerization process can only take place at 
temperature where the c-Myc *RL begins to unfold significantly. As a resuit, a signifïcant 
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FIGURE 4 (a) Far-UV CD spectra (20°C) of c-Myc*WT (red), Max*WT (blue), the 
arithmetic sum of both spectra (grey) and the c-Myc*WT+Max*WT mixture (purple). 
(b) Thermal denaturation of the samples described in (a), (c) Simulated equilibrium 
concentrations of the différent species as a function of température (9). Monomeric c-
Myc*WT is displayed in dashed red, monomeric Max* in dashed blue, homodimeric c-
Myc*WT is solid red, homodimeric Max* is solid blue, and heterodimeric c-Myc*/Max* 
is in purple lines. (d) Far-UV CD spectra (20°C) of c-Myc*RL (red), Max*WT (blue), the 
arithmetic sum of both spectra (grey) and the c-Myc*RL+Max*WT mixture (purple). 
(e) Thermal denaturation of the samples described in (d). (f) Simulated equilibrium 
concentrations as a function of temperature (same color-coding as in(c). 
population of the c-Myc*RL/Max* can only exist between approximately 41.5°C and 
55°C, the apparent T° of the heterodimer (Figure 4f). In other words, the double mutation 
prevents the establishment of a population of monomeric c-Myc* (red dotted lines, Figure 
4c and 4f) and in turn the heterodimerization process with Max*. Indeed, the lack of 
heterodimerization is not due to the destabilization of the heterodimer, as evidenced by the 
apparent T° of 55°C for the c-Myc*RL/Max* heterodimer, a value higher than both 
homodimer's T° (Figure 4d). Moreover, this T° is comparable to the T° of the c-
Myc*WT/Max* heterodimer (Figure 4b) and demonstrates that the double mutation does 
not significantly affect the stability of the heterodimeric b-HLH-LZ. 
DISCUSSION 
Whereas the rôle of LZ domains in the specific heterodimerization of b-LZ and b-HLH-LZ 
transcription factors has been the subject of intensive research (12, 13, 17, 48-50) (15, 18, 
19, 21, 24, 28), the implication of the b-region and HLH domains in the molecular 
récognition between b-HLH or b-HLH-LZ families has received much less attention (31). 
In this contribution, we demonstrate that interchanging two conserved residues located at 
the b-Hi junction in the b-HLH-LZ of c-Myc (c-Myc*), namely L362 and R367 (the LR 
motif), is sufficient to prevent heterodimerization with the b-HLH-LZ of Max (Max*). To 
the best of our knowledge, this is the fïrst experimental démonstration that structural 
déterminants at the b-H| junction are involved in the specific heterodimerization between b-
HLH-LZs of the c-Myc/Max/Mxd network. Unlike c-Myc*WT, the c-Myc*RL mutant 
forms a stable homodimer, thereby impairing heterodimerization. Moreover the LR motif 
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switch confers high DNA binding affinity to the c-Myc *RL homodimer (higher than the 
Max* homodimer). 
The sequence alignment between b-HLH and b-HLH-LZ protein families and the molecular 
modeling of the c-Myc*RL homodimer point out two major conséquences of the LR motif 
switch. First, it extends the hydrophobic 3, 4 repeat present in the Hi and H2. Second, it 
removes an electrostatic repulsion present at the b-Hj junction (26). We propose that these 
effects promote the formation of a stable HLH quaternary structure and the 
homodimerization of the c-Myc b-HLH-LZ despite the inability of the LZ to 
homodimerize. Indeed, electrostatic repulsions at the interface of the homodimeric c-Myc 
LZ domain have been reported and suggested to hamper the homodimerization of the LZ, 
b-HLH-LZ and the complété gene product (12, 18, 20, 24). In fact, replacing some of the 
residues suggested to be involved in these repulsions (18) has led to the development of 
Omomyc, a b-HLH-LZ that can homodimerize, heterodimerize with Max (Omomyc). Our 
results add to this knowledge by showing that additional repulsions at the b-Hi junction are 
also key to the destabilization of the c-Myc* homodimer. Indeed, relieving these repulsions 
by the LR motif switch allows the formation of a stable quaternary structure by the c-Myc 
HLH domain even though the LZ opposes to it. However and contrary to Omomyc, 
relieving the repulsion at the b-Hi junction in c-Myc*RL leads to a b-HLH-LZ of c-Myc 
that does not readily heterodimerize with Max. Notwithstanding that we already 
demonstrated that the LZ and HLH of Max* are two independent folding units (27), this 
observation is of remarkable importance. Indeed, it suggests that by simply exchanging the 
conserved LR motif in the b-HLH-LZ of c-Myc with the RL motif conserved in b-HLH 
proteins (Figure la) we mimicked a b-HLH like transcription factor in terms of 
homodimerization in absence of DNA. 
In this regard, an anticipated conséquence of the LR motif switch was the possible 
altération of the DNA binding properties of c-Myc*RL. Indeed, both residues of the LR 
motif in the b-HLH-LZ and RL motif in b-HLH proteins directly contact DNA(i5, 26, 29-
37). Residue R367 of c-Myc is conserved in ail b-HLH-LZ proteins that recognize 
preferentially the canonical E-box sequence, CACGTG. In fact, inspection of the crystal 
structure of the b-HLH-LZ-canonical E-box complexes (15) shows that the guanidino group 
of the R367 side-chain donates H-bonds to G bases acceptors in the Hoogsteen edge. Note 
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however that the residue corresponding to L362 in c-Myc does not bind within the major 
groove but rather interacts with the phosphodiester backbone. Intriguingly, complexes 
between b-HLH dimers and their cognate DNA sequence CAGCTG reveal that the residues 
équivalent to R367 of Myc (L or V or M) do not contact the central GC bases (31, 34, 35). 
Interestingly, it has been shown that interchanging residues RI 17 and L122 from the RL 
motif of MyoD to mimic the b-region of c-Myc significantly increased the affinity of 
MyoD for the canonical CACGTG (51, 52). However, this MyoD-LR mutant (R117L, 
L122R) failed to bind the MyoD spécifié DNA sequence CAGCTG when translated in 
programmed reticulocytes. Although MyoD showed only moderate selectivity towards 
CAGCTG, MyoD-LR displayed a pronounced preference for the canonical CACGTG E-
box (51, 52). These observations led to the widely accepted notion that residue 
corresponding to R367 at the b-Hi junction of c-Myc is responsible for discriminating the 
central CG dinucleotide in the canonical E-box. On the other hand, here, c-Myc*RL was 
found to bind the canonical (CACGTG) and non-canonical (CAGCTG) E-box with similar 
apparent affinities. This resuit emphasizes that contrary to the RL switch in MyoD-LR, the 
presence of a Leu at position 367 of c-Myc* (as in MyoD) is insuffïcient to stringently 
discriminate between the non-canonical and the canonical E-box. This outcome is not 
surprising considering that this Leu does not contact the central base pair. 
In conclusion, we demonstrated that the double mutant (L362R, R367L) of the c-Myc b-
HLH-LZ, c-Myc*RL, homodimerizes, binds the non-canonical and the canonical E-box 
sequences (CACGTG and CAGCTG) with similar affinities without readily 
heterodimerizing with the Max b-HLH-LZ. After Omomyc (12), c-Myc*RL is the second 
engineered c-Myc b-HLH-LZ that can homodimerize. However, in opposition to c-
Myc*RL, Omomyc can heterodimerize with Max but does not readily bind DNA with high 
affinity. Since binding of the endogenous c-Myc/Max heterodimer to the E-box sequences 
is crucial to the transactivation and transrepression activities of c-Myc, the DNA binding 
properties of c-Myc *RL could provide interesting and valuable dominant negative and 
dominant positive effects on both of c-Myc transcriptional activities in cancer cells. 
83 
REFERENCES 
1. Eilers, M., and Eisenman, R. N. (2008) Myc's broad reach, Genes Dev 22, 2755-
2766. 
2. Grandori, C., Cowley, S. M., James, L. P., and Eisenman, R. N. (2000) The 
Myc/Max/Mad network and the transcriptional control of cell behavior, Annu 
Rev Cell Dev Biol 16, 653-699. 
3. Adhikary, S., and Eilers, M. (2005) Transcriptional régulation and 
transformation by Myc proteins, Nat Rev Mol Cell Biol 6,635-645. 
4. Kleine-Kohlbrecher, D., Adhikary, S., and Eilers, M. (2006) Mechanisms of 
transcriptional repression by Myc, Curr Top Microbiol Immunol 302,51-62. 
5. Cole, M. D., and Nikiforov, M. A. (2006) Transcriptional activation by the Myc 
oncoprotein, Curr Top Microbiol Immunol 302,33-50. 
6. Hermeking, H. (2003) The MYC oncogene as a cancer drug target, Current 
Cancer Drug Targets3,163-175. 
7. Soucek, L., Whitfield, J., Martins, C. P., Finch, A. J., Murphy, D. J., Sodir, N. M., 
Karnezis, A. N., Swigart, L. B., Nasi, S., and Evan, G. I. (2008) Modelling Myc 
inhibition as a cancer therapy, Nature 455, 679-683. 
8. Rottmann, S., and Liischer, B. (2006) The Mad side of the Max network: 
antagonizing the function of Myc and more, Curr Top Microbiol Immunol 302, 
63-122. 
9. McDuff, F.-O., Naud, J.-F., Montagne, M., Sauvé, S., and Lavigne, P. (2009) The 
Max homodimeric b-HLH-LZ significantly interferes with the specific 
heterodimerization between the c-Myc and Max b-HLH-LZ in absence of DNA: 
a quantitative analysis,/Mol Recognit22, 261-269. 
10. Naud, J.-F., McDuff, F.-O., Sauvé, S., Montagne, M., Webb, B. A., Smith, S. P., 
Chabot, B., and Lavigne, P. (2005) Structural and thermodynamical 
characterization of the complété p21 gene product of Max, Biochemistry 44, 
12746-12758. 
11. Kretzner, L., Blackwood, E. M., and Eisenman, R. N. (1992) Transcriptional 
activities of the Myc and Max proteins in mammalian cells, Curr Top Microbiol 
Immunol 182, 435-443. 
12. Soucek, L., Helmer-Citterich, M., Sacco, A., Jucker, R., Cesareni, G., and Nasi, S. 
(1998) Design and properties of a Myc derivative that efficiently 
homodimerizes, Oncogene 17,2463-2472. 
13. Hu, J., Banerjee, A., and Goss, D. J. (2005) Assembly of b/HLH/z proteins c-Myc, 
Max, and Madl with cognate DNA: importance of protein-protein and protein-
DNA interactions, Biochemistry 44,11855-11863. 
14. Farina, A., Faiola, F., and Martinez, E. (2004) Reconstitution of an E box-
binding Myc:Max complex with recombinant full-length proteins expressed in 
Escherichia coli, Protein Expression and Purification 34,215-222. 
15. Nair, S. K., and Burley, S. K. (2003) X-ray structures of Myc-Max and Mad-Max 
recognizing DNA. Molecular bases of régulation by proto-oncogenic 
transcription factors, Cell 112,193-205. 
84 
16. Fieber, W., Schneider, M. L., Matt, T., Kràutler, B., Konrat, R., and Bister, K. 
(2001) Structure, function, and dynamics of the dimerization and DNA-binding 
domain of oncogenic transcription factor v-Myc, Journal of Molecular Biology 
307,1395-1410. 
17. Kohler, J. J., Métallo, S. J., Schneider, T. L., and Schepartz, A. (1999) DNA 
specificity enhanced by sequential binding of protein monomers, Proc Natl 
AcadSci USA 96,11735-11739. 
18. Lavigne, P., Kondejewski, L. H., Houston, M. E., Sônnichsen, F. D., Lix, B., Skyes, 
B. D., Hodges, R. S., and Kay, C. M. (1995) Preferential heterodimeric parallel 
coiled-coil formation by synthetic Max and c-Myc leucine zippers: a description 
of putative electrostatic interactions responsible for the specificity of 
heterodimerization, Journal of Molecular Biology 254,505-520. 
19. Muhle-Goll, C., Nilges, M., and Pastore, A. (1995) The leucine zippers of the 
HLH-LZ proteins Max and c-Myc preferentially form heterodimers, 
Biochemistry 34,13554-13564. 
20. Amati, B., Littlewood, T. D., Evan, G. I., and Land, H. (1993) The c-Myc protein 
induces cell cycle progression and apoptosis through dimerization with Max, 
The EMBO Journal 12, 5083-5087. 
21. Blackwood, E. M., and Eisenman, R. (1991) Max: a helix-loop-helix zipper 
protein that forms a sequence-specific DNA-binding complex with Myc, Science 
251,1211-1217. 
22. Rishi, V., and Vinson, C. (2003) Dominant-negative mutants of helix-loop-helix 
proteins: transcriptional inhibition, Meth Enzymol 370,454-466. 
23. Littlewood, T. D., Amati, B., Land, H., and Evan, G. I. (1992) Max and c-Myc/Max 
DNA-binding activities in cell extracts, Oncogene 7,1783-1792. 
24. Muhle-Goll, C., Gibson, T., Schuck, P., Schubert, D., Nalis, D., Nilges, M., and 
Pastore, A. (1994) The dimerization stability of the HLH-LZ transcription 
protein family is modulated by the leucine zippers: a CD and NMR study of 
TFEB and c-Myc, Biochemistry 33,11296-11306. 
25. Sauvé, S., Tremblay, L., and Lavigne, P. (2004) The NMR solution structure of a 
mutant of the Max b/HLH/LZ free of DNA: insights into the specifïc and 
réversible DNA binding mechanism of dimeric transcription factors, Journal of 
Molecular Biology 342,813-832. 
26. Sauvé, S., Naud, J.-F., and Lavigne, P. (2007) The mechanism of discrimination 
between cognate and non-specific DNA by dimeric b/HLH/LZ transcription 
factor s, Journal of Molecular Biology 365,1163-1175. 
27. Naud, J.-F., Frédéric, G., Raymund, W., Chabot, B., and Lavigne, P. (2003) 
Improving the thermodynamic stability of the leucine zipper of max increases 
the stability of its b-HLH-LZ:E-box complex, Journal of Molecular Biology 326, 
1577-1595. 
28. Lavigne, P., Crump, M. P., Gagné, S., Hodges, R. S., Kay, C. M., and Sykes, B. D. 
(1998) Insights into the mechanism of heterodimerization from the 1H-NMR 
solution structure of the c-Myc-Max heterodimeric leucine zipper, Journal of 
Molecular Biology 281,165-181. 
85 
29. Wendt, H., Thomas, R. M., and Ellenberger, T. (1998) DNA-mediated folding 
and assembly of MyoD-E47 heterodimers, The Journal of Biological Chemistry 
273, 5735-5743. 
30. Ciarapica, R., Rosati, J., Cesareni, G., and Nasi, S. (2003) Molecular récognition 
in helix-loop-helix and helix-loop-helix-leucine zipper domains. Design of 
repertoires and selection of high affinity ligands for natural proteins, The 
Journal of Biological Chemistry 278,12182-12190. 
31. Longo, A., Guanga, G. P., and Rose, R. B. (2008) Crystal structure of E47-
NeuroDl/beta2 bHLH domain-DNA complex: heterodimer selectivity and DNA 
récognition, Biochemistry 47, 218-229. 
32. Ferré-D'Amaré, A. R., Pognonec, P., Roeder, R. G., and Burley, S. K. (1994) 
Structure and function of the b/HLH/Z domain of USF, The EMBO Journal 13, 
180-189. 
33. Pârraga, A., Bellsolell, L., Ferré-D'Amaré, A. R., and Burley, S. K. (1998) Co-
crystal structure of sterol regulatory element binding protein la at 2.3 A 
resolution, Structure 6,661-672. 
34. Ellenberger, T., Fass, D., Arnaud, M., and Harrison, S. C. (1994) Crystal 
structure of transcription factor E47: E-box récognition by a basic région helix-
loop-helix dimer, Genes Dev, 8,970-980. 
35. Ma, P. C., Rould, M. A., Weintraub, H., and Pabo, C. 0. (1994) Crystal structure of 
MyoD bHLH domain-DNA complex: perspectives on DNA récognition and 
implications for transcriptional activation, Cell 77,451-459. 
36. Shimizu, T., Toumoto, A., Ihara, K., Shimizu, M., Kyogoku, Y., Ogawa, N., Oshima, 
Y., and Hakoshima, T. (1997) Crystal structure of PH04 bHLH domain-DNA 
complex: flanking base récognition, The EMBO Journal 16,4689-4697. 
37. Ferré-D'Amaré, A. R., Prendergast, G. C., Ziff, E. B., and Burley, S. K. (1993) 
Récognition by Max of its cognate DNA through a dimeric b/HLH/Z domain, 
Nature 363, 38-45. 
38. Larkin, M. A., Blackshields, G., Brown, N. P., Chenna, R., McGettigan, P. A., 
McWilliam, H., Valentin, F., Wallace, I. M., Wilm, A., Lopez, R., Thompson, J. D., 
Gibson, T. }., and Higgins, D. G. (2007) Clustal W and Clustal X version 2.0, 
Bioinformatics 23, 2947-2948. 
39. Dauber-Osguthorpe, P., Roberts, V. A., Osguthorpe, D. J., Wolff, J., Genest, M., 
and Hagler, A. T. (1988) Structure and energetics of ligand binding to proteins: 
Escherichia coli dihydrofolate reductase-trimethoprim, a drug-receptor 
system, Proteins 4,31-47. 
40. DeLano, W. L. (2009) The PyMOL Molecular Graphics System, (DeLano 
Scientific LLC, P. A., Ed.), California, USA. 
41. Anthony-Cahill, S. J., Benfield, P. A., Fairman, R., Wasserman, Z. R., Brenner, S. 
L., Stafford, W. F., Altenbach, C., Hubbell, W. L., and DeGrado, W. F. (1992) 
Molecular characterization of helix-loop-helix peptides, Science 255,979-983. 
42. Chen, Y. H., Yang, J. T., and Chau, K. H. (1974) Détermination of the hélix and 
beta form of proteins in aqueous solution by circular dichroism, Biochemistry 
13, 3350-3359. 
86 
43. Cave, J. W., Kremer, W., and Wemmer, D. E. (2000) Backbone dynamics of 
sequence spécifié récognition and binding by the yeast Pho4 bHLH domain 
probed by NMR, Protein Sci 9, 2354-2365. 
44. Montagne, M., Naud, J.-F., and Lavigne, P. (2008) Elucidation of the structural 
déterminants responsible for the spécifié formation of heterodimeric 
Mxdl/Max b-HLH-LZ and its binding to E-box sequences, Journal of Molecular 
Biology 376,141-152. 
45. Kato, G. J., Lee, W. M., Chen, L. L., and Dang, C. V. (1992) Max: functional 
domains and interaction with c-Myc., GENES DEV6, 81-92. 
46. Meier-Andrejszki, L., Bjelic, S., Naud, J.-F., Lavigne, P., and Jelesarov, I. (2007) 
Thermodynamics of b-HLH-LZ protein binding to DNA: the energetic 
importance of protein-DNA contacts in site-specific E-box récognition by the 
complété gene product of the Max p21 transcription factor, Biochemistry 46, 
12427-12440. 
47. Blackwell, T. K., Huang, J., Ma, A., Kretzner, L., Alt, F. W., Eisenman, R., and 
Weintraub, H. (1993) Binding of myc proteins to canonical and noncanonical 
DNA sequences, Mol Cell Biol 13,5216-5224. 
48. Banerjee, A., Hu, J., and Goss, D. J. (2006) Thermodynamics of protein-protein 
interactions of cMyc, Max, and Mad: effect of polyions on protein dimerization, 
Biochemistry 45,2333-2338. 
49. Fisher, F., Crouch, D. H., Jayaraman, P. S., Clark, W., Gillespie, D. A., and Goding, 
C. R. (1993) Transcription activation by Myc and Max: flanking sequences 
target activation to a subset of CACGTG motifs in vivo, The EMBO Journal 12, 
5075-5082. 
50. Gonzalez, L., Woolfson, D. N., and Alber, T. (1996) Buried polar residues and 
structural specificity in the GCN4 leucine zipper, Nature Structural Biology 3, 
1011-1018. 
51. Kophengnavong, T., Michnowicz, J. E., and Blackwell, T. K. (2000) 
Establishment of distinct MyoD, E2A, and twist DNA binding specificities by 
différent basic region-DNA conformations, Mol Cell Biol 20, 261-272. 
52. Van Antwerp, M. E., Chen, D. G., Chang, C., and Prochownik, E. V. (1992) A point 
mutation in the MyoD basic domain imparts c-Myc-like properties, Proc Natl 
AcadSci USA 89,9010-9014. 
3 Caractérisation biophysique de la liaison aux séquences 
E-box spécifiques par les facteurs de transcription b-
HLH-LZ. 
3.1 Manuscrit 2 
Refining the molecular mechanism of spécifié DNA binding and discrimination 
by the Max b-HLH-LZ and other b-HLH transcription factors. 
Marie-Eve Beaulieu, Martin Montagne, François-Olivier McDuff, Jean-François Naud 
and Pierre Lavigne. 
Statut du manuscrit : soumis pour publication 
Titre du journal : Biochemistry 
Avant-propos : 
Pour cette étude, j'ai réalisé le clonage des mutants Max*LllR, Max*E12L et 
Max*LRRL, l'expression de tous les clones dans un système hétérologue E. coli ainsi 
que la purification de toutes les protéines. J'ai également effectué toutes les 
expériences de CD présentées ainsi que l'analyse des résultats. Finalement, j'ai rédigé 
pratiquement la totalité du manuscrit, avec l'aide de mon superviseur, Pr Pierre 
Lavigne. 
Martin Montagne a effectué le clonage de Max*R16L ainsi que de deux autres 
constructions non présentées dans le manuscrit mais utilisées comme expériences 
contrôle, soit Max*R16LVL et Max*E12LVL. Par ailleurs, nous avons utilisé les 
routines informatiques développées par François-Olivier McDuff pour extraire les 
paramètres thermodynamiques de nos courbes de dénaturations thermiques (McDuff 
et al, 2009). Nous avons utilisé les clones de Max*WT et de Max*VL réalisés par Jean-
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François Naud (Naud et al, 2003) comme point de départ pour cloner les 
constructions de Max* mutantes, ainsi que le protocole de purification de Max*WT 
décrit dans le même article pour purifier les constructions de Max* mutées. 
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RÉSUMÉ 
Les facteurs de transcription de type b-HLH et b-HLH-LZ jouent un rôle clé dans la 
prolifération et la différenciation cellulaire. Au centre de leurs fonctions se trouvent 
l'homo- et l'hétérodimérisation via les domaines HLH et/ou LZ ainsi que la liaison aux 
sites E-box (CANNTG) sur l'ADN par la région basique. Dans la présente contribution, 
nous avons déterminé le rôle des résidus conservés de la région basique du domaine 
b-HLH-LZ de Max (Max*) dans la discrimination entre différentes séquences E-box et 
non-E-box. Nous montrons comment le résidu strictement conservé Glu 12 permet la 
discrimination entre les E-box et les non-E-box. De fait, la mutation de la Glu 12 pour 
une leucine abolit la discrimination entre toutes les sondes d'ADN. Par ailleurs, le 
remplacement sur Max* du résidu Arglô (conservé dans tous les b-HLH-LZ qui lient 
spécifiquement la séquence CACGTG) par une leucine (conservée à cette position 
dans plusieurs protéines b-HLH) change la discrimination de Max* pour l'ADN et le 
rend spécifique au palindrome CATATG. Ce nouveau biais peut s'expliquer par la 
présence d'interactions hydrophobes entre la leucine et les bases centrales du E-box. 
Puisque cette mutation R16L diminue l'affinité globale de Max* pour l'ADN (dû à la 
perte d'interactions électrostatiques favorables), nous avons ajouté la mutation L11R, 
qui rend le b-HLH-LZ de Max encore plus semblable aux b-HLH. Ce double mutant 
L11R/R16L recouvre partiellement l'affinité grâce aux nouvelles interactions 
électrostatiques avec le squelette phosphaté, et conserve la préférence pour le 
CATATG. De même, la simple mutation L11R sur Max*WT augmente l'affinité pour 
toutes les séquences d'ADN évaluées mais conserve l'ordre de priorité présenté par 
Max*WT. Cette nouvelle compréhension des contributions spécifiques apportées par 
ces résidus conservés permet un raffinement du mécanisme moléculaire de la liaison 
des b-HLH et b-HLH-LZ aux séquences d'ADN spécifiques et non spécifiques, 
fournissant du même coup une base moléculaire pour le design efficace de peptides 
montrant une sélectivité accrue pour certaines séquences E-box. 
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ABBREVIATIONS 
b-HLH-LZ , basic region-Helix 1-Loop-Helix 2-Leucine zipper; b-HLH, basic region-
Helix 1-Loop-Helix 2; b-Zip, Basic région- Leucine zipper; TFs, transcription factors; 
E-box, enhancer box; NSD, non-specific DNA; CD, circular dichroism; Tm, apparent 
melting temperature. 
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ABSTRACT 
b-HLH-LZ and b-HLH transcription factors play key rôles in cell prolifération and 
differentiation. Central to their function is the essential and specific homo- and/or 
heterodimerization via the HLH and/or LZ and DNA binding to E-box (CANNTG) 
sequences by the basic région. In this contribution, we determined the rôle of 
conserved residues within the basic région of the Max b-HLH-LZ (Max*) in the 
discrimination between various E-box and non E-box sequences. We show how the 
strictly conserved Glul2 accounts for the discrimination between E-box and non E-
box. Indeed, mutation of Glul2 for Leu abolishes discrimination between any DNA 
probes. Moreover, replacement of Argl6 (conserved in ail the b-HLH-LZ binding 
specifically to CACGTG1 by a Leu (conserved in several b-HLH) on Max* results in 
preferential binding of the CATCTG. This novel bias can be explained by hydrophobic 
interactions between the Leu and the central bases. Since the R16L mutation 
diminished the global affinity of Max* for DNA (due to the loss of electrostatic 
interactions), we also addressed the L11R mutation, further mimicking b-HLH 
proteins. This L11R/R16L double mutant partially recovers the affinity owing to new 
electrostatic interactions with the phosphate backbone, and conserves the CATATG 
preference. Likewise, we show that the L11R mutation alone increases the affinity 
towards ail the DNA probes and retains the selective ranking of Max*WT. This novel 
understanding of the specific contributions from these conserved residues allows 
further refinement of the molecular mechanism for specific and non specific DNA 
binding by the b-HLH-containing proteins thereby providing the molecular basis for 
the effective design of b-HLH or b-HLH-LZ with selectively for specific E-Box. 
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Max (Myc associated protein X) is the central member of the c-Myc/Max/Mad network of 
transcription factors (TFs) (/). This network contains basic-helix-loop-helix-leucine zipper 
(b-HLH-LZ) proteins that function as dimers to control the growth, prolifération or 
differentiation fate of cells (/, 2). While expression of c-Myc results in prolifération of 
cells, expression of Mad blocks cell growth and prolifération. Overexpression or 
deregulation of c-Myc has been implicated in numerous human neoplasia (3, 4). As well, 
recent studies have shown that a brief inhibition of c-Myc suffices to stop tumor growth 
a n d  i n d u c e  r é g r e s s i o n  o f  l u n g  a d e n o c a r c i n o m a  i n  a  m o u s e  m o d e l  ( 5 ,  6 ) .  
In order to activate the transcription of proliferative genes, c-Myc heterodimerizes with its 
obligate partner Max and binds to spécifié E-box (enhancer box) sequences CAC(A/G)TG 
on the promoter of its target genes (1, 7, 8). The c-Myc/Max heterodimer allows 
recruitment of coactivators through the transactivating domain (TAD) of c-Myc (7, 4), 
stimulating the acetylation of promoters by the histone acetyltransferase activity (HAT) 
proteins. Repression of cytostatic genes by c-Myc also nécessitâtes heterodimerization 
with Max and proceeds through a less well-defined mechanism involving interactions with 
corepressors such as Miz-1 (4,9, 10). On the other hand, Max homodimers and Mad/Max 
heterodimers can also bind the spécifié E-box sequences in the promoters of c-Myc/Max 
activated genes and thus antagonize c-Myc/Max activation of prolifération genes (7, 77). 
The mSin3 interacting domain (SID) of Mad allows recruitment of corepressors such as 
histone deacetylases (HDAC) to the target sites, consequently impairing accessibility to the 
target locus (7, 77). Contrarily to c-Myc and to Mad, Max readily forms homodimers able 
to bind the E-box sequences (72). Since Max possesses no TAD or SID, it is not thought to 
play an active rôle in chromatin remodeling. However, it could act as a functional 
antagonist of c-Myc/Max or Mad/Max heterodimers by competing for E-box sequences in 
Myc target genes (73). 
Dimerization and DNA binding by the c-Myc/Max/Mad proteins is central to the biological 
function of this network of TFs and occurs through the b-HLH-LZ domains. As 
demonstrated for the Fos-Jun b-Zip TFs (14), the specific heterodimerization of the b-
HLH-LZ proteins is driven by the destabilization of both homodimers (75). Several studies 
have identified the structural déterminants for this specific heterodimerization(7, 75-27). 
Moreover, in a previous contribution, our group has elaborated a formalism allowing the 
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détermination of the actuai Kd for the c-Myc/Max heterodimer while accounting for the 
concurrent homodimerization (75). Application of this formalisai led to the observation 
that a significant population of Max homodimer can form even in presence of c-Myc at 
physiological concentrations and affect the population of the heterodimer, supporting the 
notion that in vivo, the Max homodimer can antagonize the c-Myc/Max heterodimer's 
action. 
Specific DNA binding to the core hexanucleotide CAC(A/G)TG is another central element 
for the biological function of the Myc/Max/Mad network. This sequence, also called the 
canonical E-box is a subgroup of the classical E-box motif CANNTG bound by ail the b-
HLH TFs (22). Whereas specific contacts between the basic région residues and DNA 
bases were identified in the available crystal structures (12, 20, 23, 24), the functional 
interplay between these residues and the conséquences on selection of specific versus 
nonspecific E-box sequences and discrimination of non E-box sequences remains unclear. 
Such knowledge is crucial to understand how b-HLH and b-HLH-LZ selectively control 
the transcription of their target genes. To a further extent, this information could help in the 
successful design of peptides targeting specific DNA loci to interfere with pathological 
processes controlled by the b-HLH containing proteins. 
In this study, we investigated the detailed mechanism of DNA binding and specific 
discrimination of Max as a représentative member for the Myc/Max/Mad family. We used 
the b-HLH-LZ of Max (Max*) that conserves the général DNA binding properties of the 
full-length protein (21). In the prevailing mechanism for specific DNA binding by the 
homodimeric Max (25), the basic région, largely unfolded in the absence of DNA, 
populates partially helical states in continuity to the hélix 1 (Hl) of the HLH domain. 
These states can fit into the DNA major groove and be stabilized to a différent extent 
depending on the electrostatic and steric complementarities. According to the crystal 
structures of Max* (12, 20), the most important residues for the stabilization of specific 
complexes appear to be the conserved Glul2 and Argl6. Glul2 is conserved in ail the b-
HLH containing proteins that bind the classical E-box CANNTG. This residue directly 
forms H-bonds with the CA base pair via donors from the Hoogsteen edge (12, 20, 25), 
and consequently appears crucial to the specific récognition of the E-box sequences. In 
addition, proteins that recognize selectively the canonical CACGTG E-box have a 
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conserved Arg residue at position 16 (22). For the c-Myc/Max/Mad network proteins, this 
conserved Arg 16 provides an important favorable energetic contribution to DNA binding 
by forming direct H-bonds with the central CG dinucleotide of the CACGTG E-box (12, 
20, 25) and with the backbone phosphate groups. On the other hand, R16 is not conserved 
in several b-HLH TFs that bind selectively other E-box sequences. For instance, b-HLH 
such as MyoD displays a hydrophobic Leu residue at position 16, and bind selectively to 
the CAGCTG E-box(22). Whereas mutation of Leu 16 to Arg on MyoD resulted in a 
shifted selectivity towards the CACGTG E-box, the converse mutation on c-Myc did not 
alter the selectivity to the CAGÇTG(26). Whereas the presence of other déterminants such 
as the myogenic sequence on MyoD could partly account for the bias towards the 
CAGCTG sequence(27), the rôle and interrelation of the DNA contacting residues in 
achieving the discrimination of spécifié versus non-specific sequences by the basic région 
of b-HLH and b-HLH-LZ TFs remains unclear. 
MATERIALS AND METHODS 
Construction of pET3a expression plasmids encoding Max*WT, Max*E12L, Max*R16L, 
Max*LllR and Max*LRRL. The b-HLH-LZ of Max*WT was cloned in the pET-3a 
plasmid (Novagen) as described previously (28). The constructs encoding Max* mutants 
were obtained by site-directed mutagenesis using the following oligonucleotides from 
Integrated DNA Technologies: 5'-d(CAT CAT AAT GCA CTG CTA CGA AAA CGT)-3' 
and 5'-d(ACG TTT TCG TAG CAG TGC ATT ATG ATG)-3' for the E12L mutation, 5'-
d(GAA CGA AAA CGT CTG GAC CAC ATC)-3' and 5'-d(GAT GTG GTC CAG ACG 
TTT TCG TTQ-3' for the R16L mutation and 5'-d(AAT GCA CGT GAA CGA AAA 
CGT AGG GAC CAC)-3' and 5'-d(GTG GTC CCT ACG TTT TCG TTC ACG TGC 
ATT)-3' for the L11R mutation. 
Protein expression and purification. Expression and purification of the b-HLH-LZ 
construct of Max*WT was conducted as described previously (13). The procédure applied 
for the expression and purification of the mutant Max* constructs was the same as for 
Max*WT. 
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Préparation of double-stranded DNA. The single-stranded oligonucleotides were 
purchased from Integrated DNA Technologies (Coralville, IA): 5'-d(CCC CGG CCC 
ACG TGC CCG CGC)-3' and 5'-d(GCG CGG GCA CGT GGG CCG GGG)-3'; 5'-
d(CCC CGG CCC AGC TGC CCG CGC)-3' and 5'-d(GCG CGG GCA GCT GGG CCG 
GGG)-3'; 5'-d(CCC CGG CCC ATA TGC CCG CGC)-3' and 5'-d(GCG CGG GCA TAT 
GGG CCG GGG)-3'; 5'-d(CCC CGG CCC AAT TGC CCG CGC)-3' and 5'-d(GCG 
CGG GCA ATT GGG CCG GGG)-3'; 5'-d(CCC CGG CCC AAT TGC CCG CGC)-3' 
and 5'-d(GCG CGG GGG ATC CGG CCG GGG)-3'. Each single-stranded 
oligonucleotide was dissolved in DNAse-free water. The double-stranded DNA probes 
were prepared by annealing the complementary oligonucleotides at 95°C for 5 minutes 
followed by a slow cooling to room temperature. The complété annealing of the DNA 
probes was confirmed by native 5% acrylamide electrophoresis and by circular dichroism. 
The concentration of the annealed probes was measured by absorbance at 260 nm. 
Circular dichroism spectropolarimetry. Circular dichroism measurements were performed 
on a Jasco J-810 spectropolarimeter equipped with a Peltier-type thermostat. The 
instrument was calibrated with an aqueous solution of d-10-(+)-camphor-sulfonic acid at 
290.5 nm. Protein samples were diluted to the desired concentration (16 (J.M in dimer unit) 
in 50 mM KH2P04, 50 mM KC1, pH 6.8, 5 mM DTT and the resulting samples were 
incubated overnight at room temperature to ensure réduction and equilibrium. Protein 
concentration was determined as described by Naud et al. (73). The samples were loaded 
into quartz cells of 1.0 mm path length. 
Evaluation of the apparent Kd of Max* for the canonical E-box and non-specific DNA was 
performed by mixing 16 fiM of protein (in dimer units) with DNA solutions of various 
concentrations in 50 mM KH2P04, 50 mM KC1, pH 6.8, 5 mM DTT. After an overnight 
incubation, the wavelength spectra were recorded at 20°C from 190 nm to 350 nm by 
averaging five scans at 0.1 nm intervais. The formation of protein/DNA complexes was 
measured as a decrease in ellipticity at 222 (A[0]222) due to the folding of the basic région. 
The A[0]222 values were then plotted against DNA concentration and the resulting binding 
curves (isotherms) were fitted as described before (25) and using the following 
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équation: Af©"| . A '  < M r  ' *  M r  »  ' -  >  ' '  V W r  •  M ,  +  * * > ' ~  l ° l '  M ,  „here, 
L 1222 2 [D]t 
A(©l222. Max >s the maximum change in [©]222 and [D)T and [P]T the total concentration of 
DNA and protein (dimer units) respectively. The program Kaleidagraph (Synergy 
Software, Reading, PA) was used for the fïtting. Note that the population of complex, P, is 
eive„ hv <[pi + [fl * K' >- * [plr + K'>' •- lDV• Mr 
HD] r  
For the thermal denaturation experiments, either the protein alone or equimolar 
concentrations (16 fiM in dimer units) of the E-box DNA and protein were used for the 
thermal denaturation experiments. Temperature-induced denaturation curves were recorded 
from 5°C to 95°C with a heating rate of l°C/minute by measuring the ellipticity signal at 
222 nm (A[©]222). Contribution of DNA to the denaturation of protein/DNA complexes 
was removed by subtracting the free DNA thermal denaturation curve. 
RESULTS 
Max*WT discriminâtes between the différent palindromic CANNTG probes. In 
order to assess the relative affinity of Max* for the différent E-box and non E-box 
sequences, we used circular dichroism (CD). CD has been widely used in the détection of 
specific DNA binding by b-LZ (29), b-HLH (30-32) and b-HLH-LZ (25) and is well suited 
for the monitoring of apparent relative DNA binding affinities. As shown in Figure la and 
b and as demonstrated before (24,28), titration of the b-HLH-LZ of Max (Max*) at 16 (J.M 
in dimer units (at 20°C) with increasing amounts of a canonical CACGTG E-box probe 
leads to stabilization of the helical content depicted by the more pronounced minima at 208 
and 222 nm. In fact, the decrease in ellipticity signal (A[0]222Max=24.9 m°, in absolute 
value) obtained at saturation corresponds to the folding of the basic régions of a dimeric b-
HLH-LZ following DNA binding (13). One should also note also the 1:1 stoichiometric 
observed at saturation (inflexion at protein concentration). Assuming a mean residue 
ellipticity of -38 000 deg*cm2#dmor' (33) for a fully a-helical 87 residues b-HLH-LZ, it 
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FIGURE 1: DNA binding by the Max b-HLH-LZ monitored by circular dichroism. (a) CD 
spectra of Max*WT in absence (x) and in presence (•) of the CACGTG DNA probe. 
The protein (16 jxM in dimer units) was incubated with or without an equimolar 
amount of DNA probe in phosphate buffer at pH6.8. The CD spectra of the CACGTG 
DNA probe was subtracted from the CD spectra of the complex. (b) DNA titration of 
Max*WT. A fïxed concentration of Max*WT (16 jxM in dimer units) was titrated with 
0-35nM of either a canonical CACGTG E-box probe (•) or with a non-specific DNA 
probe (O). The titration curves were obtained by measuring the différence in the CD 
signal at 222 nm (A[0]222) between protein/DNA solutions (after correction for the 
DNA contribution) and Max*WT (in absence of DNA). The decrease in ellipticity 
(A[0)222) originating from the stabilization of the a-helical secondary structure upon 
binding of Max*WT was plotted as a function of DNA concentration, (c) Thermal 
denaturation of Max*WT with CANNTG probes. A fixed amount of Max*WT (16 jaM in 
dimer units) was incubated with an equimolar amount of each DNA probes in 
phosphate buffer at pH6.8. The thermal denaturations were recorded at 222 nm from 
5 to 95°C. 
can be estimated that Max*WT undergoes a 23% gain in helical content upon DNA 
binding. This value is similar to the helical gain observed for other b-HLH-LZ proteins in 
the same experi mental conditions (25, 28, 34). The simulated curve corresponds to an 
apparent of 1.2 • 10"7. At 16 jaM (dimer units), such a Kd corresponds to a population of 
over 90% of complex (see Materials and Methods). Consistent with previous studies (25), 
the titration of Max*WT with non-specific DNA (NSD) leads to a smaller increase in 
helical content (16 % at saturation) and an apparent Kd of 1.4 • 106. Such a fitted Kd 
indicates the formation of a population of only 60 % of a non-specific complex. We remind 
that the specificity ratio (affinity for specific DNA / affinity for NSD) of b-HLH and b-
HLH-LZ is notoriously low and only around 10 ((25) and references therein). 
Since the amount of protein complex is proportional to the composite signal observed at 
222nm, one can also compare the stability of Max*/DNA complexes by their apparent Tms. 
As well, the Tm observed in Figure le is higher for the specific complex than for the non-
specific complex. We used the same approach to compare the relative stability of the 
complexes formed by Max* (and ail the différent mutants) and the four palindromic DNA 
probes. As shown in Figure 2, this approach reveals that Max* discriminâtes between the 
four palindromic E-box probes (in decreasing order of apparent affinity: CACGTG. 
CATATG. CAGCTG. CAATTG). The marked preference for the CACGTG and CATATG 
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probes is consistent with what has been observed by others using différent methods (7 ,  8 ,  
35,36). 
FIGURE 2: Thermal denaturations of Max*WT with CANNTG probes. A fîxed amount 
of Max*WT (16 |xM in dimer units) was incubated with an equimolar amount of each 
E-box probes in phosphate buffer at pH6.8. The thermal denaturations of the 
complexes with CA£fiTG (•), CA££TG (O), CATATG (A), CAA1TG (A) and nsd 
GGATCC (•) were recorded at 222 nm from 5 to 95°C. Inset: Thermal denaturations 
recorded at 222 nm of the DNA probes show no significant différence between the 
sequences. 
Rôle of position 12 in the spécifié DNA binding: the structural déterminants of the 
récognition of the CA. The crystal structures of Max* (12, 20), Mad/Max and c-
Myc*/Max* (20) reveal that the strictly conserved El2 forms a bidentated H-bond with the 
N-H moieties of the CA base pair in the Hoogsteen edge. This led to the notion that this 
side-chain plays an important rôle in the formation of stable complexes between b-HLH 
(or b-HLH-LZ) and the E-box sequences (36). However, the mechanism by which this 
side-chain is involved in the discrimination between E-box and non-specific sequences has 
not been resolved yet. In an effort to address this, we have previously studied by NMR a 
spécifié (CAÇGTG) and a non-specific (GGATCC) complex with a dimeric Max* 
20 40 60 80 
Température (°C) 
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construct (25). We found in the non-specific complex (GGATCC), where the H-bond 
donors in the Hoogsteen edge are replaced by H-bond acceptors (i.e. C=0) that the basic 
régions displayed extensive dynamics on the ns-ps time scale and less helicity compared to 
the spécifié case. These features correlate with a lower stability of the non-specific 
complex. A corollary to these observations would imply that subséquent to the mutation of 
E12, the b-HLH-LZ of Max would discriminate less efficiently between an E-box and 
other unrelated sequences. 
In order to test the assertion, we mutated E12 to L. This mutation allows side-chain volume 
conservation while removing the carboxylate group responsible for H-bonding. Since 
variations in the stability of dimeric b-HLH were shown to influence the apparent affinities 
for DNA (25, 28), we have assessed the effect of the E12L mutation on the apparent 
stability of the Max* dimer. As shown in Figure 3a (open circles), the impact of the 
mutation is negligible. The thermal denaturation of Max*E12L presented in Figure 3a 
shows that, although the homodimerization equilibrium of the Max*E12L mutant was not 
altered, the E12L mutation completely abolished the discrimination between the E-box 
(CANNTG) and non-specific probe, as well as within the différent palindromic E-Box 
sequences. Indeed, the thermal denaturation curves of ail the complexes between 
Max*E12L and the différent DNA probes overlap perfectly, indicating a comparable 
thermodynamical stability of the différent complexes and further confirming a key rôle of 
E12 in the discrimination process. 
In addition, our results point to the important fact that E12 is necessary for the central CG 
selection in the CACGTG by R16. This is noteworthy since the déterminants responsible 
for this selectivity have previously been attributed to R16 solely (20, 22, 37). Accordingly, 
the b-HLH-LZs having a conserved R16 display considerably lower affinity for ail the 
other E-box sequences (22, 36). Moreover, ITC measurements have shown that 
substitution of this Arg in the full length Max resulted in a 104 fold increase in Kd (37). In 
the aforementioned study, ail the residues contacting DNA in the basic région of Max were 
in turn mutated to Ala. By far, replacement of R16 was the most destabilizing mutation, 
indicating its crucial contribution to the stability of the complex (37). In accordance with 
the ITC results, the available crystal structures of b-HLH-LZ/DNA complexes revealed 
that the guanidino group of the R16 side-chain makes extensive H-bonds and electrostatic 
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FIGURE 3: (a) Thermal denaturations of Max*WT (x), Max*LllR (A), Max*E12L (O), 
Max*R16L (V), Max*LRRL (O) in absence of DNA. (b) Thermal denaturations of 
Max*E12L in complex with différent DNA probes. A fïxed amount of Max*E12L (16 
fiM in dimer units) was incubated with an equimolar amount of each E-box probes in 
phosphate buffer at pH6.8. The thermal denaturation curves of the complexes with 
CA£GTG (#), CA££TG (O), CAIATG (A), CAAITG [A) and NSD GGATCC (•) were 
recorded at 222 nm from 5 to 95°C. 
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interactions at the Hoogsteen edge (72, 20). In fact, in addition to H-bonding to the central 
CG bases a charged H-bond is made between the NE-H and the phosphate backbone. 
However, in light of the results shown in Figure 3, the presence of R16 is visibly not 
sufficient to confer selectivity for the CACGTG in Max*E12L. Furthermore, these results 
indicate that the establishment of this array of electrostatic interactions depends on the 
presence of E12. In accordance, inspection of the crystal structures (72, 20) shows that the 
E12 carboxylate also makes an H-bond with the R16 guanidino group through a Nn-H2. 
This interaction could be important for the burial of the R16 side-chain and its proper 
orientation and coopérative establishment of the stabilizing interactions. Furthermore, 
another H-bond between E12 and the conserved RI 5 si de chain can be observed in the 
crystal structures of Max, c-Myc/Max, Madl/Max, E47/NeuroDl, MyoD and USF (72, 20, 
23, 24, 38, 39). This interaction could also take part in the proper orientation and burial of 
R16 at the interface of the complex. 
Rôle of position 16 in spécifié DNA binding: the structural déterminants ofthe central base 
pairs discrimination. Mutagenesis studies on MyoD have unveiled the preeminent rôle of 
position 16 in the selection of the central base pair in b-HLH containing proteins. Indeed, 
after replacing the native L16 residue in MyoD by an Arg, MyoD adopted a typical 
Myc/Max specificity (i.e. preference for the CACGTG) sequence instead of the MyoD E-
box CAGCTG (26, 40). Based on the fact that a hydrophobic residue (Val, Leu and Met) is 
conserved at position 16 in ail the b-HLH that preferentially bind to the CAGCTG. it was 
proposed that such residues could impart specificity for the central GC pair (22). However, 
inspection of the crystal structures of b-HLH/CAGÇTG complexes reveals that these 
hydrophobic side-chains do not contact the central base pair. Furthermore, as shown in 
Figure 4 and reported by Maerkl and Quake (36), Max*R16L does not adopt a MyoD-like 
specificity but rather binds preferentially to CATATG. Since the intrinsic stability of 
dimeric b-HLH-LZs has been shown to have a critical impact of the apparent 
thermodynamic stability of DNA complexes, we have verified that this mutation did not 
affect the stability of the dimeric b-HLH-LZ. Since the thermal denaturation curves were 
identical for Max* and Max*R16L (Figure 3a), we concluded that the différences obtained 
in presence of DNA find their origins in the modulation of protein-DNA interactions. 
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FIGURE 4: Thermal denaturations of Max*R16L in complex with différent DNA 
probes. A fixed amount of Max*R16L (16 |j.M in dimer units) was incubated with an 
equimolar amount of each E-box probes in phosphate buffer at pH6.8, The thermal 
denaturation curves of the complexes with CA££TG (#), CA££TG (O), CAÏ£TG (A), 
CAAXTG (A) and NSD GGATCC (•) were recorded at 222 nm from 5 to 95°C. 
Apart from the CATATG sequence, it seems that Max*R16L does not discriminate very 
well between the other palindromic E-box or non-specific DNA. The low discrimination of 
Max*R16L is typical of the low selectivity of many b-HLH proteins such as Twist, E47 
and MyoD (22, 27, 31, 41). Hence, it is not straightforward to ascertain a direct rôle for the 
hydrophobic side-chains at position 16 in the selection of the central base pair. 
Interestingly, molecular modeling indicates that the hydrophobic side-chains Leu and Met 
at position 16 can contact the methyl group of the central T in a putative Max*/CATCTG 
complex (Figure 5). However, if a Val residue occupies position 16, the distance between 
the closest y-methyl and the C7-methyl of the T falls outside van der Walls contact (d >4 
Â). This observation provides a potential basis for the preference of Max*R16L for the 
CATATG. by way of the establishment of hydrophobic interactions. The recent crystal 
structure of the heterodimeric E2A/Neuro-Dl bound to the 5'CATCTG3'-5'CAGCTG3' 
duplex further supports this explanation (38). Indeed, whereas E2A has a Val at position 
16, Neuro-Dl possesses a Met. Accordingly, the longer Met side chain, more prone to 
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reach the C7 methyl of the central T is found to directly interact with it, supporting the 
implication of a hydrophobic interaction in the récognition of the central TN base pair and 
in the preferential orientation of the heterodimer on DNA. 
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FIGURE 5: (a) Molecular model of the Max*R16L mutant in complex with the non-
canonical CA1£TG E-box. The primary structure of Max*R16L superimposed onto the 
crystal structure of NeuroDl/E2A bound to the 5'CATCTG3'-5'CAGCTG3' duplex (38). 
The hydrophobic interactions between the Leulô side-chain (L16) and the methyl 
group of the central T (T') are shown in dashed blue lines. The other stabilizing 
electrostatic interactions between E12 and the CA and between Rll and the 
phosphate groups are evidenced in dashed yellow lines. (b) Sequence alignment 
between the basic région of b-HLH and b-HLH-LZ proteins. Residues at position 11, 
12 and 16 are highlighted in green, red and blue respectively. 
Rôle of position U in DNA h'mding. The cumulative data obtained so far on the rôle of the 
residues at position 12 and 16 indicate that additional déterminants are required for the 
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spécifié binding of b-HLH such as MyoD (that has a L in position 16) to the CAGCTG E-
box. To this regard, the myogenic sequence (i.e. Ala and His at positions 8 and 9, 
respectively) was shown to play an important rôle in selection of the central CG (42). It 
was suggested that this sequence, although remote from the central base pair, plays its rôle 
by properly orienting and folding the basic région hélix (through an electrostatic 
contribution) rather than through specific residue/base interactions (41). In addition, 
comparison of the primary structures of MyoD and Max reveals that the former (and other 
b-HLH TFs) possesses an Arg at position 11, whereas a Leu is found in that position in 
Max. In the crystal structure of the CACGTG bound Max*, the LU residue does not 
contact DNA(72, 20). However, inspection of b-HLH/DNA crystal structures suggests that 
non-specific but favorable interactions between the Arg residue at position 11 and the 
phosphate groups on the DNA backbone could be formed in solution (38, 39). We 
hypothesized that these interactions could compensate the apparent loss in stability of 
complexes observed for Max*R16L and more generally provide additional binding affinity 
towards ail E-Box sequences. In order to verify these assertions, we generated the 
Max*Ll 1R/R16L and the single Max* L11R mutant. Again, we verified that the mutations 
did not alter the thermodynamical stability of the dimeric b-HLH-LZ (Supplementary 
Figure 1). 
As evidenced by the higher apparent Tm, of the complexes (Table 1), the 
Max*Ll 1R/R16L/DNA complexes gained some stability compared to Max*R16L. 
However, the selectivity ranking was conserved with regards to the R16L mutant (Figure 
6). This is in complété accordance, with the hypothesized participation of Rll in non-
specific but favorable electrostatic interactions with the DNA backbone. Similarly, the 
L11R mutation alone resulted in increased the Tm values (an average of 3°C for any 
Max*LllR DNA bound complex compared to Max*WT), but did not change the 
specifîcity ranking for the différent probes with regards to Max*WT (Figure 7). On the 
other hand, whereas the apparent stability of the Max*Ll 1R/R16L DNA complexes was 
improved by this novel RI 1/P04 interaction, this gain could not compensate the loss of the 
favorable contributions originating from R16 in the canonical complex. Overall, the results 
presented in this section indicate that Arg residues at position 11 improve the stability of 
the b-HLH/DNA complexes. 
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FIGURE 6: Thermal denaturations of Max*LRRL in complex with différent DNA 
probes. A fixed amount of Max*LRRL (16 [iM in dimer units) was incubated with an 
equimolar amount of each E-box probes in phosphate buffer at pH6.8. The thermal 
denaturation curves of the complexes with CACGTG (•), CAGCTG (O), CATATG (A), 
CAATTG (A) and NSD GGATCC (•) were recorded at 222 nm from 5 to 95°C, 
Table 1: Melting temperature (Tm) values for the Max*/DNA complexes. 
Max* construct 
Trfi fii  ^ rr, m 1 m lin i m 1 m 
Oligos (21mers) (WT) (°C) (E12L) (°C) (R16L) (°C) (LRRL) (°C) (L11R) (°C) 
CA££TG 58.9 50.4 45.4 45.4 60.9 
CA££TG 52.5 50.1 45.0 47.1 54.5 
CA1ATG 55.3 50.1 47.3 51.8 58.1 
CAA1TG 49.8 49.9 42.8 49.9 53.8 
GGATCC 47.6 50.5 42.9 47.6 52.6 
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FIGURE 7: Thermal denaturations of Max*LllR in complex with différent DNA 
probes. A fixed amount of Max*LllR (16 piM in dimer units) was incubated with an 
equimolar amount of each E-box probes in phosphate buffer at pH6.8. The thermal 
denaturation curves of the complexes with CA££TG (•), CAG£TG (O), CAIATG (A), 
CAâXTG (A) and NSD GGATCC (•) were recorded at 222 nm from 5 to 95°C. 
DISCUSSION 
The formation of specific protein/DNA complexes nécessitâtes a discrimination process 
that minimizes the lifetime (and thermodynamical stability) of non-specific interactions in 
order to favor the formation of cognate and more stable arrangement. We have previously 
proposed a mechanism for the discrimination between the CACGTG and a non-specific 
sequence (GGATCC) by the dimeric Max b-HLH-LZ (25). This mechanism proceeds 
through a conformational selection step of the partially folded basic région followed by an 
induced fit step during which the basic région folds into the major groove in order to probe 
for the existence of specific and favorable interactions. Two key residues, R16 and E12 
(conserved in ail of b-HLH-LZ that bind preferentially the CACGTG). are proposed to 
play a key rôle in this search for the canonical E-Box. Indeed, once R16 enters the 
Hoogsteen edge and forms stabilizing interactions with the CG bases and phosphate groups 
(Figure 8a), an additional helical turn that allows E12 to probe for specific H-bonds with 
the CA base pair is formed (Figure 8b). If the H-bond pair can be made, this helical turn is 
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stabilized, prompting the rest of the basic région to fold into the cognate and stable 
complex seen in the crystal structures. However, base pairs other than CA cannot fulfill the 
necessity to provide H-bond donors properiy positioned to allow for the internai solvation 
of the carboxylate of El2. This leads to unfavorable interactions, unfolding of the basic 
région and dissociation (to engage in another probing reaction elsewhere on DNA) and 
hence to discrimination. 
FIGURE 8: Discrimination mechanism by the Max b-HLH-LZ domain. The proposed 
mechanism for selective DNA binding by Max (in blue) involves a conformational 
selection step (a) of the partially folded basic région in which R16 enters the 
Hoogsteen edge and forais stabilizing interactions (dashed yellow Unes) with the G' 
base (gray) and phosphate groups nearby. This is followed by an induced fit step (b) 
during which the basic région folds an additionai helical turn that allows E12 to serve 
as a probe to detect the presence of the CA base (displayed in yellow). If the H-bond 
pair (dashed yellow Unes) can be made between E12 carboxylate and the CA bases, 
this helical turn is stabilized, prompting the rest of the basic région to fold into the 
cognate complex. In contrast, the absence of CA bases results in less or non-favorable 
interactions, leading to unfolding of the basic région and dissociation to engage in 
another probing reaction elsewhere on DNA 
The results presented here confirm the rôle of E12 in this mechanism. We have mutated 
El 2 in the b-HLH-LZ of Max (Max*) for a hydrophobic residue with a similar size, i.e. L. 
In accordance with the above mechanism, this replacement prevented the proper folding of 
the basic région and maintained the mutant b-HLH-LZ in a non-specific and "probing" 
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state with the CACGTG. In fact, we show that the helical content of the Max*E12L mutant 
in presence of the CACGTG and the apparent Tm are undistinguishable from those 
obtained with the non-specific probe. Moreover, the thermal denaturation profiles of the 
complexes between Max*E12L and the other palindromic E-box sequences are also 
indistinguishable. This resuit not only validates the mechanism proposed, but also 
demonstrates that the discrimination process of the central CG pair by R16 is coopérative 
in nature and depends on the folding of the preceding c-terminal helical turn. Hence, our 
results show that in solution, the extensive array of interactions formed between R16 and 
the CG cannot stabilize sufficiently an initial complex in absence of the Glu and the 
folding of the previous helical turn. 
Having established the key rôle of E12 in the récognition mechanism of the CANNTG, we 
further examined the rôle of position 16 in the basic région of b-HLH-containing TFs in 
the récognition of non-canonical and palindromic sequences. Classical examples of b-
HLH/non-canonical complexes are the CAGCTG and CATATG recognized by E47/MyoD 
and E47/Twist, respectively (38, 39, 41). Since hydrophobic residues (e.g. Leu and Met) 
are conserved at position 16, we have generated the Max*R16L mutant. As shown, the 
most stable complex has been observed with the CATATG sequence. This can be 
rationalized by the putative formation of hydrophobic interactions between L16 and the T 
in the complementary strand (Figure 5). In fact, this interaction is present in the crystal 
structure of the heterodimeric E2A/Neuro-Dl DNA-bound complex where it is proposed to 
allow for the preferential orientation of the basic région of Neuro-Dl (and the Neuro-Dl 
monomer) with regards to the 5'CATÇTG3' sequence (38). Besides, we observed that the 
Max*R16L/CAGCTG complex is less stable than the Max*R16L/CATATG complex. This 
is not surprising since in the analog crystal structure of the MyoD/CAGCTG complex (39), 
the Leu side-chain at position 16 does not contact the central base pair. As discussed 
elsewhere, the preferential binding in vivo of this sequence by the myogenic b-HLH TFs 
involves more than the basic région exclusively (41). Our results indicate that MyoD 
should have a comparable affinity for the CATATG. Indeed, it is interesting to note that 
when residues 13 to 16 of MyoD are substituted in the E12 protein (not bearing the A8 and 
H9 residues but having RI 1), the chimera shows comparable affinities toward a CAGGTG 
and a CATGTG E-box probes (27). 
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The favorable contribution of the hydrophobic contacts between the hydrophobic residue at 
position 16 and the central bases in the CATATG leads to a complex less stable than the 
WT case with the CACGTG. On the other hand, ail the b-HLH with a hydrophobic residue 
at position 16 in the basic région possess the Arg residue at position 11 while the b-HLH-
LZ have a hydrophobic residue instead (22). We show that mutating this L11 for an Arg in 
Max* and Max*R16L leads to complexes of higher thermodynamical stability and helical 
content (even for the non-specific sequence) without changing the preference for the 
différent E-box sequences. Inspection of the b-HLH/DNA crystal structures (38, 39) 
indicates that an Arg at position 11 can reach phosphate groups. In accordance with our 
mechanism (Figure 8), the increase in stability can be accounted for by the formation of 
additional and non-specific electrostatic interactions and the further stabilization of helical 
content around position 11. Hence, for the b-HLH TFs that display a conserved Arg at 
positionll and (Leu/Met/Val) at position 16, the same proposed molecular mechanism 
applies as well, with the only nuance being that establishment of the favorable interactions 
in the first step are achieved via hydrophobic contacts between the hydrophobic residue in 
position 16 and the central TN base, sustained by electrostatic contributions from the other 
Arg around position 16 (namely Arg 15) interacting with the phosphate groups. 
In conclusion, by using the Max b-HLH-LZ as a model, we provide further validation of 
the mechanism utilized by b-HLH containing TFs to discriminate between the cognate E-
box sequence (CANNTG) and non-specific DNA. Knowledge of the précisé mechanism 
underlying DNA binding and sequence discrimination by b-HLH containing proteins is of 
tremendous importance considering the ubiquitous nature of this TFs family in the 
régulation of biological events. This knowledge is even more critical knowing that the 
dimer specificity of this group of proteins can be dictated, at least in part, by the spécifié 
DNA sequence recognized (32, 38). 
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4 Discussion 
4.1 Contexte et portée de l'étude 
La tumorigénèse résulte généralement de changements génétiques affectant 
l'activation d'oncogènes ou l'inactivation de gènes suppresseurs de tumeurs. À ce 
titre, l'activation de l'oncogène Myc constitue un des événements les plus fréquents 
dans le développement des tumeurs. De l'imposante littérature sur Myc, il ressort que 
cet oncogène participe à la transformation des cellules en activant et réprimant la 
transcription de gènes impliqués à tous les niveaux dans l'établissement des attributs 
du cancer (Figure 1 et Figure 4). En ce sens, l'inactivation de c-Myc pourrait 
constituer une thérapie efficace contre le cancer. 
Cette thèse visait la caractérisation biophysique et structurale de 
l'hétérodimérisation entre c-Myc et Max et de la liaison aux séquences spécifiques 
d'ADN dans le but de valider notre modèle mécanistique de répression des 
promoteurs pl5ink4b et p21°P1 par c-Myc. Les résultats obtenus au cours de 
l'élaboration de cette thèse s'ajoutent à notre « boîte d'outils moléculaires » qui 
permettra éventuellement de générer de nouvelles thérapies pouvant contrer l'action 
de c-Myc. En effet, l'hétérodimérisation et la liaison à l'ADN se trouvant au cœur de 
ces fonctions de Myc, le développement de peptidomimétiques basé sur une 
connaissance approfondie de leurs déterminants moléculaires constitue sans doute 
une approche prometteuse dans le développement de thérapies ciblées. 
De fait, certaines expériences clés effectuées dans les laboratoires des Pr 
Gérard I. Evan et Sergio Nasi (voir la section 1.5) démontrent comment l'utilisation 
d'un dominant négatif de c-Myc (Omomyc) empêche le développement de tumeurs 
dans un modèle murin de cancer du poumon (Soucek et al, 1998; Soucek et Evan, 
2002; Soucek étal, 2008). Or, ce dominant négatif est en fait une construction dérivée 
de la séquence du b-HLH-LZ de c-Myc rendu capable d'homodimériser suite à la 
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mutation des résidus chargés de son LZ tout en gardant la possibilité 
d'hétérodimériser avec Max et de lier les E-box sous forme d'hétérodimère. 
Dans le même ordre d'idées, les travaux présentés dans le 1er manuscrit 
constituent une nouvelle approche pour générer des homodimères de b-HLH-LZ 
ciblant les E-box reconnus par c-Myc. Pour la première fois, nous montrons qu'en 
dépit des forces répulsives présentes dans le LZ de c-Myc, la simple interversion de 
deux résidus situés dans le HLH et dans la région basique suffisent à permettre 
l'établissement d'une population d'homodimères stables sans la formation 
d'hétérodimères. L'ajout de telles mutations dans le design de b-HLH-LZ 
homodimériques pourrait améliorer leur efficacité en tant qu'inhibiteurs compétitifs 
de la liaison de l'hétérodimère c-Myc/Max aux E-box. 
Parallèlement, les travaux présentés dans le 2e manuscrit ont permis 
d'approfondir notre connaissance de la liaison spécifique à l'ADN et du mécanisme de 
discrimination entre les séquences spécifiques et non spécifiques par les b-HLH-LZ 
(et les b-HLH). De fait, en mesurant l'effet de mutations ponctuelles de résidus 
conservés dans la région basique sur la liaison aux E-box palindromiques, nous 
arrivons à distinguer leur rôle dans la reconnaissance moléculaire à l'ADN spécifique. 
De plus, nous arrivons à moduler la spécificité du b-HLH-LZ de Max pour certains E-
box palindromiques. 
Ensemble, ces travaux contribuent à une meilleure compréhension des 
mécanismes menant à la formation différentielle des hétérodimères de b-HLH-LZ et 
de b-HLH ainsi que du mécanisme de discrimination entre des séquences E-box 
spécifiques et l'ADN non spécifique. Ils constituent donc une avancée dans la 
validation du mécanisme de répression par c-Myc/Miz-1 que nous proposons, ainsi 
que dans le design rationnel de nouveaux inhibiteurs de c-Myc. 
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4.2 Premier manuscrit 
4.2.1 Homodimérisation du b-HLH-LZ de c-Myc grâce à de nouveaux 
déterminants moléculaires 
En dépit des nombreux articles portant sur les déterminants de la 
reconnaissance moléculaire des membres du réseau Myc/Max/Mad, les résultats 
présentés au chapitre 2 permettent de montrer pour la première fois la présence de 
tels déterminants dans le HLH de c-Myc. De plus, en utilisant ces nouveaux 
déterminants moléculaires, nous sommes arrivés à faire du b-HLH-LZ de c-Myc une 
molécule se comportant comme un b-HLH, c'est-à-dire capable d'homodimériser 
malgré des répulsions dans le LZ, et capable de lier fortement des séquences E-box en 
tant qu'homodimère. 
4.2.1.1 La mutation du motif RL de Myc stabilise l'homodimère 
Dans le paradigme actuel, l'hétérodimérisation spécifique de Max avec ses 
partenaires (c-Myc et Mad) passe par la déstabilisation des homodimères. Ainsi, des 
études précédentes ont montré que des formes homodimériques de c-Myc ou de Mad 
ne pouvaient être retrouvées in cellulo (Amati et al, 1992; Amati et al, 1993). 
D'autres études, effectuées entre autres par notre groupe de recherche, ont permis 
l'identification de déterminants structuraux dans le LZ à l'origine de cette 
déstabilisation (Lavigne et al, 1995; Muhle-Goll et al, 1995; Lavigne étal., 1998; Nair 
et Burley, 2003). Les déterminants qui diminuent la stabilité des homodimères de 
Myc et de Mad seraient absents sur Max, ce qui lui permettrait de former des 
homodimères observables in vitro et in cellulo (Blackwood et Eisenman, 1991; 
Lavigne et al, 1995; Muhle-Goll et al, 1995; Lavigne et al, 1998). Cette population 
non négligeable d'homodimères Max en solution prévient également la formation 
accrue d'hétérodimères en solution (McDuff et al, 2009). 
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Les résultats présentés dans le premier manuscrit ont mené à la découverte de 
nouveaux déterminants présents à la jonction entre le HLH et la région basique que 
nous appelons le motif LR (Figure 1 du 1er manuscrit). Pour la première fois, nous 
montrons que l'établissement d'une population d'homodimères de b-HLH-LZ de c-
Myc avec une plus grande stabilité thermodynamique que l'homodimère de b-HLH-LZ 
de Max est possible suite à la permutation de deux résidus conservés. Il semble donc 
que ces résidus (Leu362 et Arg367), dans leur position d'origine, participent à la 
déstabilisation des homodimères dans les formes WT des b-HLH-LZ du réseau 
Myc/Max/Mad (Figure lb du 1er manuscrit). D'ailleurs, des données RMN de Max*VL 
en solution en absence d'ADN indiquent que le résidu équivalent à Arg367 (Argl6 sur 
Max*VL), à la jonction entre la région basique et le HLH, est hautement dynamique en 
comparaison avec les résidus adjacents du HLH (Sauvé et al., 2004). De façon 
analogue, on pourrait s'attendre à observer le même phénomène à cet endroit en 
étudiant par RMN la structure de l'hétérodimère c-Myc/Max. 
La modélisation moléculaire de l'homodimère c-Myc*RL (Figure le du 1er 
manuscrit) indique que la conséquence la plus probable de la mutation du résidu 
arginine pour une leucine sur la structure secondaire et tertiaire est d'augmenter 
d'un tour d'hélice le cœur hydrophobe du HLH. Cependant, pour pouvoir observer 
plus directement l'effet de la mutation RL sur la structure tertiaire et quaternaire de 
l'homodimère c-Myc*RL par RMN, il faudrait combiner d'autres mutations dans le LZ 
afin de stabiliser davantage le dimère. En effet, malgré que la stabilité de 
l'homodimère c-Myc*RL soit supérieure à celle de l'homodimère Max*WT, des 
résultats préliminaires non présentés dans cette thèse indiquent que l'homodimère c-
Myc*RL subit encore trop d'échange en solution pour fournir des spectres RMN 
d'assez bonne qualité pour permettre de mener à bien cette analyse. 
Nous montrons par dénaturation thermique suivie par dichroïsme circulaire et 
par la quantification subséquente des espèces en solution que l'homodimérisation de 
c-Myc*RL (forme permutée) par le HLH est suffisante pour empêcher 
l'hétérodimérisation avec Max dans des conditions physiologiques. En effet nous 
avons démontré qu'il faut injecter au système une quantité d'énergie thermique 
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suffisante pour libérer des monomères de c-Myc*RL avant de pouvoir observer la 
formation d'hétérodimères. Il est à noter que cette hétérodimérisation survient à une 
température supérieure 37°C. Ceci indique qu'in cellulo, c-Myc*RL se comporte 
comme un homodimère bona fide. Tel que discuté plus loin, l'intégration de cette 
découverte dans le design rationnel d'inhibiteurs de Myc pourrait augmenter la 
stabilité de leur forme dimérique et donc améliorer leur efficacité. 
4.2.1.2 Importance du résidu hydrophobe en position 367 dans la stabilité des b-HLHs 
L'interversion de Leu362 et de Arg367 sur le b-HLH-LZ de c-Myc permet de 
surmonter la déstabilisation qui origine des LZ et de former des homodimères stables 
in vitro (Beaulieu et al., 2011a). Par ce fait, nos résultats suggèrent également 
l'importance du résidu hydrophobe conservé dans les b-HLH et situé à la jonction 
entre la région basique et le HLH dans la stabilité des dimères de b-HLH (Figure la du 
1er manuscrit). Avant notre étude, il était connu que le cœur hydrophobe constitue 
l'élément principal de stabilisation des dimères de b-HLH. Cependant, les 
déterminants moléculaires de l'hétérodimérisation spécifique des b-HLH restent en 
somme assez mystérieux. Cela est dû entre autres au fait que les b-HLH sont souvent 
peu stables sous forme homodimérique en absence d'ADN, en comparaison aux b-
HLH-LZ (Wendt et al, 1998). Par contre, on sait que la liaison à différentes séquences 
spécifiques d'ADN est effectuée par différents couples d'homo- ou d'hétérodimères 
(Ellenberger et al., 1994; Ma et al., 1994; Shimizu et al, 1997; Wendt et al., 1998; 
Longo et al, 2008). On sait également que certains résidus dans les boucles du HLH 
peuvent participer directement à la liaison à l'ADN et ainsi favoriser certains couples 
dimériques (Ma et al, 1994; Longo et al, 2008). 
Les résultats que nous présentons dans le premier manuscrit permettent de 
faire un parallèle entre l'hétérodimérisation spécifique chez les b-HLH et les b-HLH-
LZ en montrant l'implication directe de résidus du HLH dans l'établissement de la 
stabilité de cette structure tertiaire et quaternaire. En effet, par analogie avec les 
observation faites sur le b-HLH-LZ de c-Myc, on peut émettre l'hypothèse que la 
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présence d'un résidu hydrophobe à la jonction entre la région basique et le HLH chez 
plusieurs facteurs de transcription b-HLH permet de spécifier la stabilité des 
homodimères ou d'hétérodimères portant un résidu hydrophobe à la même position. 
En comparaison, l'hétérodimérisation avec des b-HLH portant un résidu polaire ou 
même chargé serait moins stable, donc moins favorisée. 
4.2.1.3 Rôle du résidu en position 362 dans la solubilité et la liaison à l'ADN 
Quant à la seconde paire de résidus interchangés entre les b-HLH-LZ et les b-
HLH (équivalente à Leu362 sur c-Myc, voir Figure la du 1er manuscrit), il semble que 
son rôle pourrait être de participer à la solubilité ainsi qu'à la liaison à l'ADN. En effet, 
des observations non présentées dans cet manuscrit montrent que le simple mutant 
c-Myc*R367L est peu soluble dans les conditions expérimentales utilisées. Il est 
possible que l'interversion des résidus Leu362 et Arg367 ait eu pour effet de 
diminuer certains contacts non spécifiques au niveau de la région basique (non 
structurée en absence d'ADN) et de diminuer la population de certaines structures 
secondaires et tertiaires non natives. La contribution de la mutation additionnelle 
L362R pourrait donc être en partie de favoriser une meilleure solubilité à la 
construction dans ces mêmes conditions. Pour valider cette hypothèse, il faudrait 
effectuer une caractérisation extensive de la solubilité des constructions de type 
sauvage et mutantes du b-HLH-LZ de c-Myc dans une variété de conditions 
expérimentales. 
Dans un autre ordre d'idées, en présence d'ADN, un résidu basique à la 
position 362 (particulièrement une arginine) peut former des contacts directs avec 
les groupements phosphates et améliorer la stabilité des complexes. Cela s'observe 
d'ailleurs sur plusieurs structures cristallines de b-HLH (Ellenberger et ai, 1994; Ma 
et ai, 1994; Shimizu et al., 1997; Longo et al., 2008). Cette augmentation de l'affinité 
pour l'ADN contribue sans doute à la liaison de c-Myc*RL aux E-box dans les essais de 
retardement sur gel présentés dans le premier manuscrit Figure 3c du 1er manuscrit. 
Au contraire, un résidu hydrophobe à la même position pourrait limiter l'affinité à 
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l'ADN et permettre plus facilement la dissociation du complexe. Cette hypothèse est 
renforcée par les résultats présentés dans le chapitre 3, tel que discuté plus loin. 
En somme, les travaux présentés dans ce premier manuscrit ont permis de 
mettre à jour de nouveaux déterminants moléculaires de la dimérisation des 
protéines contenant un domaine b-HLH dont font partie les membres du réseau 
Myc/Max/Mad. Cette nouvelle information trouvera son application dans le design de 
dimères de b-HLH ou de b-HLH-LZ plus stables pouvant éventuellement servir 
d'inhibiteurs de c-Myc. 
4.3 Second manuscrit 
4.3.1 Mécanisme moléculaire de la discrimination entre des séquences 
d'ADN spécifiques et non spécifiques 
La liaison à l'ADN par la région basique des différents couples d'homodimères 
ou d'hétérodimères constitue la seconde étape clé dans la régulation 
transcriptionnelle par les protéines contenant un domaine b-HLH. De fait, cette étape 
permet de modifier (augmenter ou diminuer) l'accessibilité des promoteurs cibles à 
la machinerie transcriptionelle en réponse aux signaux biologiques mitotiques ou de 
différenciation par exemple. Ceci s'effectue via le recrutement de différents effecteurs 
(ie.g. HAT ou HDAC) se liant aux domaines de régulation situés par exemple en N-
terminal de c-Myc (TAD) ou sur Mad (SID) (Figures 6 et 11). 
Le mode de liaison à l'ADN des facteurs de transcription en général, mais 
surtout le mécanisme de discrimination entre les séquences spécifiques et non 
spécifiques reste encore peu compris à ce jour. Pour les b-HLH-LZ et les b-HLH, les 
structures résolues par cristallographie et diffraction des rayons X et par RMN 
indiquent l'importance de certains résidus conservés dans la liaison spécifique 
(Ferré-D'amaré et al., 1993; Nair et Burley, 2003; Sauvé et al., 2007). À travers les 
travaux que nous présentons dans le deuxième manuscrit, nous montrons comment 
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ces résidus participent à la discrimination entre des séquences d'ADN spécifiques et 
non spécifiques (Beaulieu et ai, 2011b). 
Le mécanisme de discrimination que nous proposons procède par une étape 
de sélection conformationnelle de la région basique partiellement repliée suivie par 
une étape d'induced fit (Figure 8 du 2e manuscrit). La sélection conformationnelle 
permet d'abord de stabiliser l'hélice transitoire présente à la jonction entre la région 
basique et le HLH. Lors de la deuxième étape, le repliement de la région basique en 
hélice a dans le sillon majeur de l'ADN permet de sonder la présence d'interactions 
spécifiques et favorables entre les résidus conservés et les bases azotées. 
Dans ce mécanisme, deux résidus clés, soit Arglô (conservé dans tous les 
membres du réseau Myc/Max/Mad) et Glu 12 (conservé dans toutes les protéines de 
type b-HLH), jouent un rôle déterminant dans la quête des séquences E-box 
canonique (CACGTG) spécifiques (Figure 5 du 2e manuscrit). D'une part, Argl6 
permet de former des interactions spécifiques avec le central, fournissant ainsi 
une grande part de l'énergie de stabilisation dans le complexe spécifique. D'autre 
part, Glul2 sonde la possibilité de former des ponts H avec les bases CA, permettant 
la solvatation interne de son groupement carboxylate dans le complexe formé. En 
absence d'une telle solvatation, ce même résidu entraine le retour de la région 
basique dans une pelote statistique (forme non repliée) et la dissociation des 
complexes (Figure 8 du 2e manuscrit). 
4.3.1.1 Discrimination du dinudéotide central des E-box et liaison aux E-box non 
canoniques 
La liaison directe de c-Myc/Max aux promoteurs des gènes cibles est 
indiscutable dans le cas de la transactivation de gènes par c-Myc. Par contre, la liaison 
directe de l'hétérodimère à l'ADN dans le mécanisme de répression reste à ce jour à 
démontrer. Cependant, les évidences expérimentales obtenues dans le cadre de cette 
thèse indiquent qu'elle pourrait effectivement jouer un rôle important dans la 
répression transcriptionelle par c-Myc/Miz-1. 
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De fait, dans le deuxième manuscrit, nous montrons comment le résidu Argl6 
de Max, conservé chez tous les membres du réseau Myc/Max/Mad, permet d'établir 
l'affinité et la spécificité envers le E-box canonique CACGTG (Beaulieu et ai, 2011b). 
En interchangeant Leull et Argl6 de Max, nous produisons un changement de 
spécificité du b-HLH-LZ de Max vers un autre E-box palindromique, soit le CATATG. 
De plus, nous montrons que Max*WT montre une différence d'affinité apparente d'un 
facteur 10 seulement entre le E-box spécifique (CACGTG) et des E-box non 
spécifiques, incluant le CAGCTG retrouvé dans les promoteurs réprimés par c-Myc 
comme pl5 et p21. Nous montrons également que le b-HLH-LZ de Max*WT peut lier 
le CAGCTG avec une affinité apparente supérieure à une liaison non spécifique (avec 
la sonde GGATCC) (Figure 2 du 2e manuscrit). De plus, il est possible que l'interaction 
entre c-Myc et Miz-1 participe à l'établissement d'une affinité apparente encore 
meilleure pour ces séquences. Toutes ces observations s'ajoutent à celles 
mentionnées à la section 1.6.4 et indiquent une liaison possible de l'hétérodimère c-
Myc/Max au E-box non canonique (CAGCTG) dans le mécanisme de répression par c-
Myc/Miz-1. 
4.3.1.2 Importance du résidu arginine en position 11 dans l'affinité pour l'ADN 
Nos résultats indiquent que la contribution de l'Arglô à la liaison du ££ central 
s'apparente à la une contribution d'un résidu plus hydrophobe (e.g. méthionine, 
valine, leucine) à liaison de dinucléotides TA ou un ££. Par ailleurs, nous observons 
que la simple mutation R16L sur le b-HLH-LZ de Max engendre une perte d'affinité 
apparente avec toutes les sondes d'ADN testées, en comparaison avec la construction 
de type sauvage (Figure 4 du 2e manuscrit). Cela s'explique d'une part par la perte 
d'interactions électrostatiques spécifiques importantes avec les groupements 
accessibles dans le « Hoogsteen edge » du E-box canonique (CACGTG1. De plus, il est 
probable que l'Arglô présente dans la construction WT forme d'autres interactions 
électrostatiques avec les groupements phosphates (pour les complexes non 
spécifiques), également perdues dans la construction mutée Max*R16L. 
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Nous avons compensé cette perte d'affinité apparente en générant une 
nouvelle interaction électrostatique en amont sur la région basique. Constatant que le 
résidu Argll, conservé chez les b-HLH, formait des interactions électrostatiques dans 
les structures cristallines disponibles (Ellenberger et al., 1994; Ma et ai, 1994; 
Shimizu et ai, 1997; Longo et ai, 2008), nous avons émis l'hypothèse que la mutation 
de Leull sur Max (conservé chez les b-HLH-LZ du réseau Myc/Max/Mad) pour une 
arginine (conservé chez les b-HLH) permettrait de former de telles interactions et 
donc augmenterait la stabilité des complexes liés à l'ADN. Les résultats que nous 
avons obtenus nous ont permis de valider cette hypothèse (Figure 6 du 2e manuscrit). 
À notre connaissance, l'utilisation de cette rationnelle et de cette mutation spécifique 
en vue d'améliorer l'affinité apparente de b-HLH-LZ constitue une première. 
Nos résultats indiquent par le fait même l'importance de Argll, conservé dans 
les b-HLH, dans l'établissement de l'affinité envers l'ADN. De fait, en absence de Argl6 
à la jonction entre la région basique et le HLH, la présence de Argll semble 
importante pour rétablir une affinité globale envers l'ADN tout en permettant de 
disposer d'un éventail différent de spécificité envers différents E-box non canoniques. 
Par ailleurs, le fait que les résidus arginine et leucine soient naturellement 
interchangés entre les b-HLH et les b-HLH-LZ laisse croire que la présence simultanée 
d'une combinaison de deux résidus arginines, un en position 11 et un en position 16, 
pourrait résulter en une trop forte association ou une trop faible dissociation lors de 
la liaison à l'ADN, donc en un complexe éventuellement moins efficace au point de vue 
biologique. 
4.3.1.3 Rôle essentiel du glutamate en position 12 dans la reconnaissance des séquences 
E-box 
Un autre résidu essentiel à la reconnaissance spécifique de séquences E-box 
par les protéines de type b-HLH est le glutamate en position 12. En effet, ce résidu 
strictement conservé dans tous les b-HLH et b-HLH-LZ forme des interactions de type 
ponts hydrogène avec les bases CA de la séquence E-box dans toutes les structures 
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tridimensionnelles disponibles (Ferré-D'amaré et al, 1993; Ellenberger et al, 1994; 
Ferré-D'amaré et al, 1994; Ma et al, 1994; Shimizu et al, 1997; Nair et Burley, 2003; 
Longo et al, 2008). De surcroit, nos résultats montrent pour la première fois que la 
mutation de cet acide aminé pour une leucine (dont la chaîne latérale occupe un 
volume similaire mais ne peut former de pont hydrogène) entraine la perte de 
discrimination non seulement entre les séquences E-box mais également entre toutes 
les séquences d'ADN même non spécifiques. 
Cette information est corroborée par l'étude réalisée par Maerkl et Quake 
(Maerkl et Quake, 2009), dans laquelle les auteurs montrent que la mutation de ce 
glutamate pour n'importe quel des 19 autres acides aminés abolit la discrimination 
pour la base adénine dans la séquence E-box canonique (ÇMCGMG). Fait intéressant, la 
mutation du glutamate pour une glutamine ne permet pas non plus de discriminer 
entre les différentes séquences E-box CNCGNG. En effet, seules une aspartate et une 
asparagine entrainent une telle discrimination, mais plutôt envers le C£CG£G. Ainsi, il 
semble que la longueur de la chaine latérale et la présence du groupement 
carboxylate du glutamate soient des éléments essentiels à la liaison spécifique aux E-
box canoniques. Les résultats que nous présentons dans le second manuscrit 
montrent en fait que l'absence de glutamate empêche même carrément de 
discriminer entre une séquence E-box fCANNTG) et une séquence non E-box 
(GGATCC) (Figure 3 du 2e manuscrit). Pris ensemble, ces deux études confirment le 
rôle que nous proposons pour le glutamate dans le mécanisme de discrimination des 
E-box spécifiques (vide supra). 
4.3.1.4 Évaluation des concentrations de toutes les espèces en solution par simulation 
des dénaturations thermiques 
Dans le premier manuscrit, nous avons appliqué un formalisme développé 
précédemment dans notre laboratoire (McDuff et al, 2009) permettant de calculer les 
populations d'espèces monomériques et dimériques en solution à toutes les 
températures à partir de résultats de dénaturation thermiques suivies par dichroïsme 
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circulaire. Ce formalisme nous a permis de montrer l'absence d'hétérodimérisation 
lorsque le Myc mutant et Max était mis en solution (Figure 4 du 1er manuscrit). De 
manière analogue, il serait intéressant de développer un modèle mathématique 
permettant de simuler la concentration de toutes les espèces en solution dans le 
cadre de la liaison à l'ADN. Ceci nous permettrait entre autres de calculer plus 
précisément les constantes de dissociation (Kd) pour les différents complexes et de 
raffiner notre développement rationnel d'inhibiteurs de c-Myc. Le développement de 
ce modèle est présentement en cours dans notre laboratoire. 
4.3.2 La liaison spécifique à l'ADN dans son contexte génomique 
Les résultats présentés dans ce second manuscrit ont permis de mettre à jour 
un mécanisme de liaison et de discrimination des séquences E-box spécifiques par 
Max et à plus forte raison par les membres du réseau Myc/Max/Mad, pour lesquels 
tous les résidus impliqués dans le mécanisme sont conservés. Ils suggèrent également 
qu'un mécanisme analogue prend place pour les facteurs de transcription de type b-
HLH. La détermination de ce mécanisme de liaison et de discrimination des 
séquences E-box spécifique ajoute une connaissance cruciale dans une optique de 
développement d'une thérapie peptidomimétique visant à contrer l'action de Myc en 
cellules. 
Ce mécanisme que nous proposons en est un de « lecture directe », dans lequel 
chaque résidu de la région contactant l'ADN reconnaît spécifiquement une base 
donnée. Cependant, en considérant que le génome humain contient environ 3 
milliards de paires de bases, il semble possible qu'un tel mécanisme, sondant une à 
une les possibilité jusqu'à l'obtention de la bonne combinaison, soit insuffisant à lui 
seul pour permettre une régulation transcriptionelle efficace. Il est en effet probable 
que d'autres facteurs modulent l'affinité de l'hétérodimère c-Myc/Max pour les 
séquences E-box cibles. Parmi ces facteurs, la nature des séquences adjacentes au E-
box, le nombre et l'espacement entre plusieurs sites E-box sur un même promoteur 
(coopération positive ou négative), l'état de méthylation du E-box, de même que la 
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présence ou absence d'autres facteurs de transcription en compétition pour lier les 
mêmes sites (Boyd et Farnham, 1999) semble des éléments pertinents à considérer. 
À ce titre, certaines études ont montré que la présence d'une base T précédent 
le E-box et/ou d'un A suivant la séquence (TcacgtgA) restreignait la liaison de c-
Myc/Max, alors qu'au contraire, un site CcacgtgG semblait plus favorable à une liaison 
de haute affinité (Solomon et al, 1993; Boyd et Farnham, 1997; O'hagan et ai, 2000). 
Cependant, une étude publiée par la suite par le groupe de Bruno Amati montre que 
l'impact des séquences adjacentes aux E-box est relativement négligeable pour la 
liaison de l'hétérodimère Myc/Max aux E-box, et qu'un des paramètres les plus 
importants pour définir les sites de haute affinité de c-Myc serait plutôt la localisation 
de ces E-box parmi les îlots CpG (Fernandez et al., 2003). En effet, les bases cytosines 
des dinucléotides CpG sont généralement méthylés dans le génome des mammifères, 
excepté lorsqu'ils se trouvent dans les îlots CpG (z'.e. des régions possédant une 
concentration plus élevée de sites CpG). Les îlots CpG corrèlent avec un état ouvert et 
pré-acétylé de la chromatine. Il semble que la méthylation du CpG central du E-box 
canonique CACGTG diminue l'affinité de c-Myc/Max à la fois in vitro (Prendergast et 
Ziff, 1991) et in vivo (Fernandez et ai, 2003). Par ailleurs, l'étude du groupe de Amati 
démontre également qu'une liaison de Myc augmente l'acétylation des lysines des 
histones H3 et H4 et ce, avec ou sans induction concomitante de l'expression du gène 
cible et que Myc lie préférentiellement la chromatine pré-acétylée. Cette observation 
suggère que l'état d'acétylation pourrait également moduler l'affinité de 
l'hétérodimère pour le E-box. Dans l'ensemble l'étude propose que la liaison de 
l'hétérodimère c-Myc/Max montre une affinité plutôt faible, voir légèrement non 
spécifique, et se produise dans une chromatine ouverte au niveau du promoteur 
facilitant la liaison spécifique aux E-box. 
Dans un autre ordre d'idées, pour obtenir une image plus réaliste de la quête 
de séquences E-box spécifiques par les b-HLH-LZ dans un contexte cellulaire, il 
convient de considérer également d'autres paramètres dits de « lecture indirecte ». La 
lecture indirecte réfère principalement à la possibilité de reconnaître la déformabilité 
de l'ADN et son accessibilité dans l'euchromatine. En effet, dans cet enchevêtrement 
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complexe qu'est l'euchromatine, il est probable que la topologie de l'ADN participe 
activement à la reconnaissance moléculaire pour plusieurs facteurs de transcription à 
leur site de liaison (Rohs et ai, 2010). Cette forme de lecture indirecte se produirait 
par exemple lorsque des facteurs de transcription détectent des déviations de la 
structure de l'ADN de sa forme B, soit localement (e.g. largeur du sillon mineur) ou 
globalement [e.g. courbures, formes A ou Z). Ces déformation par rapport à la forme 
idéale B de l'ADN pourraient en effet permettre la formation d'interactions 
spécifiques (parfois à travers des molécules d'eau) hautement improbables 
autrement. Ainsi, la « déformabilité » de l'ADN en fonction de la séquence 
constituerait une autre propriété pouvant être utilisée dans la reconnaissance 
spécifique. 
On ignore encore si la lecture indirecte est impliquée dans le mécanisme de 
liaison à l'ADN des facteurs de transcription de type b-HLH-LZ et b-HLH. À ce titre, 
des données récentes permettent de suggérer que la longueur des boucles dans le 
HLH pourrait jouer un rôle dans l'espace conformationnel accessible à certains b-HLH 
(Atchley et al., 1999; Winston et Gottesfeld, 2000). Une analyse bioinformatique 
réalisée sur 242 protéines contenant des domaines b-HLH a montré que la longueur 
des boucles variait entre 5 et 40 acides aminés, et que la longueur était généralement 
caractéristique pour chaque sous classe de b-HLH (Atchley et al., 1999). Ainsi, 5 
acides aminés semble être le minimum requis pour maintenir la topologie en ballot 
de quatre hélices a caractéristique des domaines HLH. De plus, cette analyse a montré 
une corrélation entre la longueur des boucles et certaines séquences autrement 
variables dans des boucles plus courtes (Atchley et al., 1999). 
On peut donc imaginer que des b-HLH possédant des boucles plus longues 
pourraient lier des séquences d'ADN dont la topologie dévierait davantage de la 
forme B en profitant de plus de latitude dans l'orientation de la région basique par 
rapport au HLH. Cette hypothèse n'a pas encore été explorée sérieusement dans la 
littérature. 
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Par ailleurs, les quelques structures cristallines de complexes liés à l'ADN 
disponibles actuellement ne permettent pas d'observer de tels modes de liaison 
variables (Ferré-D'amaré et al., 1993; Ellenberger et al., 1994; Ferré-D'amaré et ai, 
1994; Ma et al., 1994; Shimizu et al., 1997; Nair et Burley, 2003; Longo et al., 2008). 
Au contraire, la superposition des domaines b-HLH montre que la structure de l'ADN 
est parfaitement conservée. Cependant, en considérant les contraintes biophysiques 
liées à la formation des cristaux ainsi que la courte dimension des séquences d'ADN 
utilisées, il semble possible qu'un tel effet soit indétectable dans les cristaux de 
complexes, même s'il avait lieu in vivo. Ceci dit, il est à noter que dans ces structures 
de complexes, certains résidus présents dans les boucles forment des interactions 
directes avec l'ADN (Ferré-D'amaré et al., 1993; Ellenberger et al., 1994; Ferré-
D'amaré etal., 1994; Ma et al., 1994; Shimizu et al., 1997; Nair et Burley, 2003; Longo 
et al, 2008), constituant un mode de lecture directe qu'on pourrait imaginer 
implicitement relié cette potentielle lecture indirecte. 
Dans le cas de c-Myc en particulier, qui lie et module l'expression d'environ 
15% de tous les gènes, il est également possible que l'accessibilité et la lecture directe 
suffisent à décrire le mécanisme de reconnaissance et de liaison spécifique aux 
séquences E-box. En fait, il semble plutôt que ce soit la liaison directe de 
l'hétérodimère c-Myc/Max aux gènes cibles qui, en permettant le recrutement de 
différents cofacteurs (e.g. GCN5, Dnmt3a ou encore p400 et les histones H2A.Z), 
permet de moduler l'accessibilité à l'ADN et éventuellement, la liaison d'autres 
facteurs de transcription via des modes de lecture directe et indirecte. 
4.3.3 Application des nouvelles connaissances acquises dans le design 
rationnel d'inhibiteurs de c-Myc 
Pris dans leur ensemble, les résultats présentés dans cette thèse fournissent 
des outils importants dans le design rationnel de peptides pouvant interférer avec 
Myc. Tel que mentionné précédemment, l'hétérodimérisation et la liaison à l'ADN 
sont au cœur même des fonctions cellulaires et dérégulées de Myc. Ainsi, la possibilité 
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d'interférer avec ces processus laisse entrevoir le développement de nouveaux agents 
thérapeutiques dans le cancer. 
Quel serait le meilleur inhibiteur de c-Myc dans une thérapie ciblée du cancer? 
En regard des connaissances accumulées au cours de cette thèse et des travaux qui la 
précèdent, la possibilité qui semble la plus prometteuse serait d'utiliser une 
construction de type b-HLH-LZ très stable sous forme homodimérique qui pourrait 
compétitionner avec l'hétérodimère c-Myc/Max pour la liaison aux sites E-box 
canoniques (contre l'activation) et non canoniques (contre la répression), empêchant 
ainsi le Myc endogène de recruter ses partenaires et donc d'effectuer sa modulation 
transcriptionnelle. 
Un inhibiteur semblable a déjà fait l'objet d'études: Omomyc (voir la section 
1.5). Omomyc est une construction dérivée du b-HLH-LZ de c-Myc dont quatre 
résidus chargés à l'interface de son domaine LZ furent mutés pour des résidus 
polaires mais non chargés (i.e. E410N, E417I, R423Q et R424N; Figure 14), ce qui le 
rend capable d'homodimériser et d'héterodimériser avec Max (Soucek et al., 2008). 
L'expression du transgène de omomyc en cellule produit un peptide pouvant former 
des homodimères ainsi que des hétérodimères avec le Myc et avec le Max endogène. 
Les homodimères Omomyc de même que les hétérodimères Omomyc/Myc 
démontrent une faible affinité pour les séquences E-box (Soucek et al., 2008), 
indiquant qu'un des mécanismes d'action de Omomyc est la séquestration du Myc 
endogène loin de ses séquences cibles sur l'ADN. Les hétérodimères Omomyc/Max 
montrent une affinité légèrement supérieure aux dimères Omomyc/Myc pour les E-
box, mais inférieure à celle des hétérodimères endogènes. Cependant, la 
séquestration de Max par Omomyc contribue aussi à l'efficacité de l'inhibition 
compétitive de Myc par Omomyc (Soucek et al., 1998; Soucek et Evan, 2002; Soucek et 
al, 2008). 
Les résultats présentés dans cette thèse indiquent qu'il pourrait être 
avantageux de modifier une telle construction de sorte à stabiliser davantage une 
forme homodimérique ainsi que la liaison aux séquences E-box non canonique. D'une 
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part, l'utilisation d'un homodimère plus stable pourrait s'avérer encore plus efficace 
en évitant de se trouver « dilué » dans des interactions avec des partenaires 
endogènes comme Max ou Myc alors que sa cible réelle est plutôt l'occupation 
compétitive des E-box permettant de déplacer le Myc endogène. D'autre part, la ré-
activation de l'expression de gènes réprimés par Myc [e.g. pl5 et p21) pourrait jouer 
un rôle synergique avec le blocage de l'activation transcriptionelle par Myc. De fait, 
des études montrent déjà que l'introduction de l'expression de p21 dans un modèle 
de cancer colorectal permet de retrouver un phénotype normal (Sansom et al, 2007). 
En effet, dans ce modèle, la mutation du gène apc dans l'épithélium intestinal induit la 
transformation des cellules. Par contre, suite à l'inactivation de Myc dans ces mêmes 
cellules, les niveaux d'expression de p21 augmentent et permettent un retour à un 
phénotype normal dans la crypte intestinale (Sansom et al., 2007). 
Ces deux propriétés (homodimérisation plus stable et liaison des E-box non 
canoniques) pourraient être conférées par les mutations de la région basique 
étudiées au cours de cette thèse, soit l'interversion des résidus Leu362 et Arg367 de 
c-Myc (équivalentes à Leull et Arglô de Max). Ainsi, l'utilisation d'un b-HLH-LZ de 
Myc portant ces mutations (c-Myc*RL) ainsi que les mutation du LZ caractéristiques 
de Omomyc nous semble une stratégie prometteuse. 
Une autre modification potentiellement intéressante du b-HLH-LZ de Myc est 
la mutation V394D (voir la section 1.6.3.3), qui abroge l'interaction avec Miz-1 
(Herold et ai, 2002). Ainsi, un b-HLH-LZ de Myc possédant une bonne affinité pour 
les E-box non canoniques et portant la mutation V394D pourrait agir comme 
inhibiteur compétitif de la liaison de c-Myc/Max aux promoteurs réprimés. De plus, 
dans une autre étude menée conjointement par les laboratoires des Pr Martin Eilers 
et Dean W. Felsher, il fut montré que l'inhibition de l'interaction entre c-Myc et Miz-1 
(par l'utilisation du mutant V394D de c-Myc) inhibait significativement l'habileté de 
c-Myc de causer des lymphomes dans un modèle murin (Van Riggelen et ai, 2010). 
Cependant, il est possible que la mutation V394D puisse nuire à l'efficacité de la 
liaison aux E-box cibles, par exemple si Miz-1 s'avérait essentiel au recrutement du b-
HLH-LZ de Myc aux E-box non canoniques. À ce jour, les évidences manquent dans la 
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littérature pour bien prédire l'effet de cette mutation. Cependant, des essais 
préliminaires effectués dans notre laboratoire sur des cellules HCT-116 indiquent 
déjà qu'un traitement avec Myc*V394D permet de réintroduire l'expression de p21 
dans ces cellules et de détecter des niveaux d'ARNm de p21 conséquents (Ph.D. 
Martin Montagne, communication personnelle). 
Un des atouts fort intéressants de l'utilisation de constructions de type b-HLH-
LZ est que celles-ci peuvent agir comme cell-penetrating peptides, c'est-à-dire 
pénétrer les cellules par transduction directe (Chen et al, 2006). D'ailleurs, des 
résultats préliminaires obtenus dans notre laboratoire indiquent que les 
constructions de type b-HLH-LZ comme Max* ou Myc*V394D peuvent pénétrer à 
l'intérieur des cellules et se retrouver au noyau cellulaire spontanément (Ph.D. Martin 
Montagne, communication personnelle). L'utilisation de ces caractéristiques laisse 
entrevoir un avenir prometteur des constructions de type b-HLH-LZ dans l'inhibition 
contrôlée de c-Myc dans le cancer. 
5 Conclusion 
Au cours de cette thèse, deux éléments principaux ont été caractérisés. 
D'abord, nous avons identifié la présence de nouveaux déterminants de la 
dimérisation sur le domaine HLH de c-Myc et avons confirmé l'hypothèse selon 
laquelle leur mutation pour les résidus correspondants des b-HLH comme MyoD 
menait à la stabilisation de la forme homodimérique. Nous avons d'ailleurs montré 
que cette stabilisation se produit grâce à l'ajout d'une contribution hydrophobe en 
continuité avec le patron initial de répétitions 3,4 ce qui permet d'augmenter le cœur 
hydrophobe stabilisant les domaines HLH. Mis en solution avec Max, qui forme 
naturellement des homodimères, ce mutant de Myc homodimérique ne forme plus 
d'hétérodimères. De plus, cet homodimère de Myc peut lier l'ADN dans des essais in 
vitro, montrant une différence d'affinité apparente d'un facteur 10 entre un E-box 
canonique et un E-box non canonique. Ces résultats sont très importants puisqu'ils 
permettent de mieux comprendre la dynamique d'homo et d'hétérodimérisation non 
seulement pour les b-HLH-LZ du réseau Myc/Max/Mad mais également pour les b-
HLH comme MyoD ou E47 (Beaulieu et ai, 2011a). 
Nous avons aussi confirmé l'hypothèse selon laquelle les résidus conservés en 
position 11, 12 et 16 jouent un rôle crucial dans le mécanisme de liaison et de 
discrimination des séquences d'ADN spécifiques par Max. Nous avons également pu 
mieux définir ce mécanisme, qui procède de la manière suivante : une première étape 
de sélection conformationnelle a lieu dans laquelle Argl6, en formant des 
interactions spécifiques avec l'ADN, permet de stabiliser un tour d'hélice à la jonction 
entre la région basique et le HLH. La seconde étape induit le repliement du reste de la 
région basique dans le sillon majeur de l'ADN alors que Glul2 sonde la présence des 
bases CA du E-box, permettant de solvater son groupement carboxylate dans le 
complexe formé. En absence de cette solvatation, ce même résidu entraine le retour 
de la région basique dans une pelote statistique (non repliée) et la dissociation des 
complexes spécifiques. Puisque ce mécanisme implique des résidus hautement 
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conservés chez les b-HLH-LZ, il pourrait bien être le même pour tous les membres de 
la famille (Beaulieu et al., 2011b). 
La découverte de nouveaux déterminants de dimérisation pour c-Myc de 
même que la détermination du mécanisme de discrimination des séquences E-box 
spécifique constituent des avancées importantes dans le développement de 
peptidomimétiques de b-HLH-LZ et de b-HLH. Entre autres, l'effet de la double 
mutation de Myc montre qu'il est possible d'améliorer la stabilité d'homodimères de 
Myc substantiellement. De plus, la double mutation de Max utilisée pour étudier le 
mécanisme de discrimination de l'ADN a permis de montrer qu'il est possible 
d'altérer la spécificité et l'affinité des domaines basiques pour l'ADN. L'intégration de 
ces nouvelles connaissances au design rationnel d'inhibiteurs de c-Myc permet 
d'entrevoir de nouvelles thérapies ciblées contre le cancer. 
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